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Vascular-antikoagulierende Proteine, DNA die diese kodieren, Verfahren zu deren Herstellung sowie 

deren Verwendung 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind biologisch aktive Proteine, die fur diese kodierenden DNA- 
MolekQIe, Verfahren zu deren Herstellung sowie deren Verwendung. 

In den meisten Saugetieren existieren Proteine, die blutgerinnungshemmende Eigenschaften aufweisen. 
Diese Proteine konnen in drei Gruppen eingeteilt werden, wobei die Einteilung auf den unterschiediichen 
5 Wirkmechanismen beruht 

1 . Proteine, die mit dem Gerinnungsfaktor einen Komplex bilden und dadurch den Gerinnungsfaktor 
unwirksam machen. Daz'u gehoren die Proteine: 

a) Antithrombin-HI (Thromb.Res.5, 439-452 (1974)) 

b) ai -Protease Inhibitor (Ann. Rev. Biochem. 52, 655-709 (1983)) 
to c) a 2 -Makroglobulin (Ann. Rev. Biochem.. 52, 655-709 (1983)) 

d) Ci -Inhibitor (Biochemistry 20, 2738-2743 (1 981 )) 

e) Protease Nexin (J. Biol. Chem. 258. 10439-10444, (1983)). 

2. Proteine, die einen Gerinnungsfaktor proteoiytisch zerschneiden und dadurch den Gerinnungsfak- 
tor desaktivieren. Als einziges Protein dieser Art ist bisher Protein C beschrieben (J. Biol. Chem. 251N 355- 

75 363, (1976)). 

3. Proteine, die die negativ geladenen Phospholipids abschirmen und/oder hydroiisieren, so dafl die 
Phospholipid-abhangigen Reaktionen des Blutgerinnungsmechanismus gehemmt werden. Bisher sind nur 
Phosphoiipasen, die aus verschiedenen Schlangengiftsorten isoiiert wurden, beschrieben worden (Eur. J. 
Biochem. 112, 25-32 (1980)). 

20 Das stufenweise ablaufende Gerinnungssystem ist in den letzten Jahreri intensiv untersucht worden. Es 
wird als ein ^tch verstarkendes Mehrstufensystem verschiedener miteinander verbundener, protolytischer 
Reaktionen verstanden, bei dem ein Enzym ein Zymogen in die aktive Form umsetzt (vgl. Jackson CM., 
Nemerson Y„ Ann. Rev. Biochem. 49, 765-811 (1980)). Die Geschwindigkeit dieser Reaktion wird in ent- 
scheidender Weise durch die Anwesenheit von Phospholipiden und anderer Kofaktoren wie Faktor V a und 

25 Faktor VHI a vergroflert. In vivo werden die Prokoagulationsreaktionen durch verschiedene Inhibitationsme- 
chanismen geregett die einem expiosiv thrombotischen Trauma nach einer geringen Aktivierung der 
Gerinnungskaskade vorbeugen. 

Die Antigerinnungsmechanismen konnen wie folgt eingeteilt werden (Rosenberg, R.D., Rosenberg. J.S., 
J. Clin. Invest 74, 1-6 (1984)): 

30 1 . Der Serin-Protease-Faktor X a und Thrombin werden infolge ihrer Bindung an Antithrombin III bzw. 

an den Antithrombin/Heparin-Kompiex inaktiviert Sowohl die Prothrombin-Aktivierung als auch die Bildung 
von Rbrin kann auf diese Weise gehemmt werden. Neben Anti-thrombin III gibt es noch verschiedene 
andere Plasma-Protease-lnhibitoren wie beispielsweise or 2 -Makroglobulin und Antitrypsin, deren Wirkung 
zeitabhangig ist. 

35 2. Die Entdeckung des Protein C's fOhrte zur Aufdeckung eines weiteren Antigerinnungsmechanis- 

mus. Ist das Protein C einmal aktiviert worden, wirkt es durch die selektive Proteolyse der Proteinkofaktoren 
Faktor V a und Vlll ai durch die die Prothrombinase und das Enzym, das den Faktor X umsetzt, inaktiviert 
werden, als Antikoagulanz. 

3. Plasmin spaltet monomeres Rbrin 1, ein Produkt der Einwirkung von Thrombin auf Rbrinogen, 

40 wodurch der Bildung eines unioslichen Rbrins vorgebeugt wird (Nosssel, H.L, Nature, 291_, 165-167 (1981)- 

Von den oben genannten, in den Gerinnungsproze/3 eingreifenden korpereigenen Proteinen ist z.Zt. nur 
das Antithrombin III in klinischem Einsatz. Als erheblicher Nachteii hat sich jedoch die bei der Anwendung 
dieses Proteins auftretende Erhohung der Blutungsneigung herausgestellt. 
45 Alle bisher als Antikoagulantien eingesetzten Mittel, ob korpereigener oder synthetischer Natur machen 
in irgendeiner Weise die Gerinnungsfaktoren unwirksam und fQhren dadurch zu Nebenwirkungen, die sich 
nachteilig auf den Gerinnungsprozefl auswirken konnen. 

Oberraschenderweise konnten nun neben diesen Proteinen weitere korpereigene Stoffe isoiiert werden, 
die zwar die gewOnschten blutgerinnungshemmenden Eigenschaften unter besonderen Bedingungen zei- 
50 gen, hierbei aber die Blutungsgefahr nicht erhohen. Bei grQBeren Blutungen verlieren diese Proteine ihre 
blutgerinnungshemmenden Eigenschaften und storen dadurch bei deren Verwendung nicht die in solchen 
Fallen uberlebensnotwendigen Gerinnungsprozesse. Da sie erstmals isoiiert wurden aus stark vaskularisier- 
tem Gewebe, wurden sie "vascular anticoaguiating proteins'*, VAC genannt. 

Die aus stark vaskularisierten Geweben wie Nabelschnurgefaflen und Placenta isolierten Proteine 
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weisen Molekulargewichte von ca. 70x10 s , ca. 60x10 3 , ca. 34x10 3 und ca. 32x10 3 auf, von denen die 
Substanzen mit den Molekulargewichten 34 respektive 32x1 0 3 aus einer einzigen Poiypeptidkette bestehen. 
Die genaue biochemische Charakterisierung dieser Proteine, sowie deren Isolierung und Reinigung findet 
sich in der EP-A-0 181 465 vom 21. Mai 1986. 
5 Proteine mit VAC Aktivititat stellen natiirliche Blutgerinnungshemmstoffe dar, die bei der Blutgerin- 
nungskaskade an zwei Stelien eingreifen. 

Das erste Mai inhibieren sie bei der durch die Faktoren IXa und Villa katalysierten Aktivierung des 
Faktors X zu Xa, das zweite Mai unterbinden sie die Spaltung von Prothrombin zu Thrombin, die durch die 
Faktoren Xa und Va vermlttel wird. Beiden Aktivierungsschritten ist gemeinsam, da/3 sie Kalzium-lonen und 
w Phospholipide benotigen. Offenbar konnen VAC-Proteine ebenfalls mit Phosphoiipiden in Wechselwirkung 
treten, und durch diese Bindung die Aktivierungsschritte der Gerinnungsfaktoren blockieren. 

Ihre Eigenschaften machen die Proteine zu interessanten, pharmakologisch au/terst wertvollen Wirkstof- 
fen. Urn sie jedoch in ausreichenden Mengen in hochreiner Form zur Verfugung zu haben ist deren 
Herstellung auf anderen als proteinreinigendem Weg aus naturlichem Gewebe erforderlich. Hierzu bietet 
T5 sich die gentechnische Methods an. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, Proteine mit VAC-Aktivitat gentechnisch herzustellen. 

Gelost wurde diese Aufgabe dadurch, da/3 die Aminosauresequenz von Teilen der aus stark vaskuiari- 
siertem Gewebe isolierten und hochgereinigten Proteine mit VAC-Aktivitat (EPA 0 181 465) aufgeklart 
wurde. anhand dieser Sequenzen synthetische DNA-Sonden hergestellt wurden und hiermit geeignete 
20 sDNA-Bibliotheken durchsucht wurden. Nach Isolierung von mit den Sonden hybridisierender cDNA, deren 
Sequenzbestimmung sowie entsprechender Manipulation wurden diese cDNA in geeigneten Wirtssystemen 
beispielsweise in Bakterien, Hefen Oder Saugetierzellen zur Expression gebracht. 

Eines von den gereinigten Proteinen wurde enzymatisch mit Trypsin gespalten. Die entstandenen 
Peptide wurden aufgetrennt und ausgewahlte Fragmente sequenziert. Die Sequenz des N-Terminus 
25 widersetzte sich jedoch einer direkten Analyse, da die erste Aminosaure offensichtlich blockiert ist. 

Die Sequenzinfarrnationen sind in Fig. 0.1 aufgefOhrt 

Zur Herstellung einer geeigneten DNA-Sonde sind prinzipiell drei Wege mpglich. Ist ein langerer Ab- 
schnitt des Proteins, etwa 30 Oder mehr Aminosauren lang, bekannt, besteht die Moglichkeit, unter 
Beachtung der bevorzugt verwendeten Codons bei Saugem eine wahrscheinlichste Sequenz fur den 

30 korrespondierenden mRNA Abschnitt zu erstellen. Eine solche Sonde ist im schlechtesten Fall etwa 66% 
homolog zur tatsachlichen Sequenz. Dies ist auch der Grund, weshalb die Sonde relativ lang sein muflte, 
um unter nicht stringenten Bedingungen hybridisieren zu konnen. 

Die zweite Moglichkeit besteht darin, fur einen kurzen Peptidabschnitt, ca. sechs bis sieben Aminosau- 
ren lang, alle erdenklichen Variationen an Oligonukleotiden zu synthetisieren. Werden solch komplexe Mi- 

35 schungen beim Durchsuchen von cDNA-Bibiiotheken verwendet, konnen relativ viel "falsch w positiv reagie- 
rende Klone isoliert werden. Auflerdem kann das Hybridisierungssignal sehr schwach ausfallen, da das 
perfekt passende Einzeloiigonukleotid nur einen geringen Anteil an der Gesamtmischung ausmacht 

Der dritte Weg umgeht zwar nicht Variabilitat einer Oligonukleotidsonde, sorgt aber durch die Wahl 
eines speziellen Nukleosidtriphosphats (ITP) dafur, da/3 an die gesuchte (oder auch "falsche") cDNA alle 

40 Molekule der Sonde binden konnen. So wurden zu dem Tryptischen Peptid [P30/I] passende 23 Basen 
lange Oligonukieotide unter Verwendung von Inosintriphosphat synthetisiert. 

Wie bereits erwahnt, konnen VAC-Proteine aus stark vaskularisiertem Gewebe isoliert werden. Gewebe 
der Wahl sind Nabelschnurgefafle oder Placenta Daher und da bekannt ist, da£ in der Placenta im 
Gegensatz zu anderen Spezial-Geweben fast atle Gene exprimiert werden, wurden die oben erwahnten 

45 DNA-Sonden verwendet um eine placentale cDNA-Bibliothek die aus placentalen Gewebe in an sich 
bekannter Weise hergestellt worden war nach cDNA-Molekulen, die fur VAC-Proteine kodieren, zu durchsu- 
chen. 

Zum Durchsuchen der cDNA-Bibliothek nach fur VAC-proteih kodierender cDNA wurden entsprechend 
der Sequenzen des tryptischen Peptides P16/II zwei und des Staph A Peptides P20/I/6 ein Oligonukleotid 

50 synthetisiert (Fig.1). Diese Oligonukieotide Stellen jeweils eine Mischung aller Varianten dar, die jede 
Kodierungsmoglichkeit der entsprechenden mRNA berOcksichtigen. EBI-386 weist bei einer Kettenlange 
von 20 Nukleotiden 512 Variationen auf und pai3t zu dem Staph-A Peptid P20/I/6. Um die Variation bei dem 
Oligonukleotid ftir das tryptische Peptid P16/II niedriger zu halten. wurden zwei Oligonukieotide (20-mere) 
synthetisiert: EBI-387: 128 Variationen, EBI-388: 64 Variationen. 

55 Weiters wurden zu dem tryptischen VAC-Peptid P30/1 passend zwei Oligonukieotide unter Verwendung 
von Desoxyinosin als Base bei "Wobble" Positionen synthetisiert (Fig.2): EBI-118 und EBI-119. Diese 
Substitution- wurde von E. Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260/5 (1985), pp.2605-2608, sowie Y. Takahashi et 
al.. Proc. Nat. Acad. Sci. (1985) pp.1931-1935, beschrieben. Inosin basenpaart gut mit Cytosin, stort jedoch 
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kaum die Ausbildung der Doppel-helix, wenn andere Nukleotide als Partner angeboten werden. 

Nachdem jedes dieser Oligonukleotide in bekannter Weise radioaktiv markiert worden war, wurden 
Abzuge von Phagen-Platten hiermit nach bekannten Verfahren hybridisiert. 

Aus der Hybridisierung mit EBf-386, -387 und -388 resultierten die Phagen Lambda-P11/3, Lambda- 
5 P6/5. Lambda-P6/6. Die Hybridisierung mit EBI-118 und -119 resuitierte in den Phagen Lambda-Nr15, 
Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22. 

Die aus den Phagen isolierten DNAs wurden mit EcoRI geschnitten und die entstehenden Fragmente 
isoliert. Die cDNA Inserts der Kione Lambda-P11/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 hatten Gro/ten von etwa 
1300 bis 1400 bp. Die Sequenzanalyse zeigte, dai3 aile drei Kione von ein und derselben mRNA abgeleitet 
10 waren. Das 5'Ende der mRNA fehlte jedoch in den cDNAs. Die inserts der Phagen Lambda-Nrl5, Lambda- 
Nr19 und Lambda-Nr22 hatten Langen von ca. 1600, 1100 und 1000 bp. Die Sequenzanalyse liefl eine 
annahernd vollstandige cDNA vermuten. 

Die cDNAs der beiden Phagengruppen Lambda-P11/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 sowie Lambda- 
Nr15. Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22 sind von zwei verschiedenen mRNAs abgeleitet, wie die Sequenza- 
75 nalyse ergab. Die EcoRI Inserts der drei Kione Lambda-P11/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 wurden * 
isoliert und in den EcoRI-geschnittenen Bluescribe M13* Vektor ligiert (Vector Cloning Systems, 3770 
Tansy Street, San Diego, CA 92121, USA). Die resultierenden Kione wurden pP6/5, pP6/6 und pP11/3 
genannt. * 
Die EcoRI Inserts der drei Kione Lambda-Nr15, Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22 wurden isoliert und in 
20 den EcoRI-geschnittenen Bluescribe M13* Vektor Hgiert Die resultierenden Klone wurden pRH201, pRH202 
und pRH203 genannt 

Urn weitere cDNA Kione zu erhalten, wurde die humane, plazentale Lambda-gt10 Bibliothek nochmals 
durchsucht, diesrnal mit dem radioaktiv markierten EcoRMnsert des pP1l/3 als Sonde. 

Insgesamt wurden 69 positiv reagierende Klone erhalten (Lambda-VAC1 bis Lambda-VAC69). 

25 12 dieser Klone wurden im kleinen Maflstab wie oben besbhrieben prapariert, die cDNA Inserts mit Eco 
Rl freigesetzt und isoliert. DaBei zeigte sich, da£ das Insert des Klons Lambda-VAC10 den gesamten fOr 
VAC Protein kodierenden Leserahmen enthalt. Zur Charakterisierung der fur VAC-alfa und VAC-beta 
kodierenden cDNAs wurden ein Northemblot-Experiment, Sequenzanalysen und eine genomische 
Southernblot-Analyse durchgefuhrt. 

3a Das Ergebnis ist in Fig.3 abgebildet. Die cDNA des Klons pP11/3 hybridisiert an eine mRNA der GrQBe 
von etwa 1700 Basen ( w VAC-alpha ,, ) f die cDNA des Klons pRH 203 an eine mRNA der GrSfle von etwa 
2200 Basen ( rt VAC-beta n ). 

Da erstens die eingesetzte Radioaktivitatsmenge sowie die aufgetragene Menge mRNA pro Spur etwa 
gleich war und zweitens die Hybridisierung eines Genom-Blots in derselben LQsung Banden gleicher 

35 Intensitat mit beiden cDNAs ergab (siehe unteri), ist zu schlieflen, da/3 die kOrzere mRNA ( t, VAC-aJfa ,, ) in 
grofleren Mengen als die langere ("VAC-beta") mRNA in Plazenta vertreten ist 

Zur Sequenzanalyse der VAC-alfa cDNA wurden die cDNA Klone pP6/5, pP6/6 und pP11/3 total, sowie 
die der Klone Lambda-VAC1 bis -12 partiell sequenziert. Das Resultat ist in Fig. 4 abgebildet Es wurden 
insgesamt 1465 Basen sequenziert. Die cDNA weist einen langen, offenen Leserahmen auf, der fOr 320 

40 Aminosauren kodieren kann. Wird die DNA Sequenz in eine Aminosauresequenz ubersetzt, so konnen alle 
sequenzierten Peptide der tryptischen Fragmente in dieser Sequenz untergebracht werden (Fig.5). Es 
handelt sich daher bei dieser cDNA un jene, deren korrespondierende mRNA fOr VAC-prbtein kodiert. Da 
die Sequenzen der zweiten isolierten cDNA fur ein ahniiches, aber von VAC verschiedenes Protein kodiert, f 
wird hier der Name VAC-alfa eingefuhrt 

45 Dem ersten ATG*Codon (Basen 35-37) geht im selben Leserahmen ein Stop-Codon voran. Die Basen 

30 bis 38 erfullen ziemlich gut die Kozakregel (M. Kozak, Nature 308 (1984), pp. 241-246), die die ^ 
Konsensussequenz in der Nahe des Translationsstartcodons mit CC(A/G)CCAUGG angibt die entspre- 
chende Sequenz hier lautet TCGCTATGG. Die 3' nichttranslatierte Region ist 471 Basen lang. 15 Basen vor 
Beginn des poly-A Abschnitts befindet sich die Polyadenylierungssequenz AATAAA (N.J.Proudfoot et al M 

so Nature 263 (1976), pp. 211-214). Wird eine Kettenlange von 150 bis 200 Basen fOr den Poly-A Abschnitt 
der mRNA gerechnet betrSgt die Gesamtlange der mRNA auf Grund der cDNA Sequenz 1600-1650 Basen. 
Da im Northern Blot Experiment ein hoherer Wert bestimmt wurde, ist die 5'nichttransiatierte Region in 
keiner cDNA komplett enthalten. 

Die cDNA des Klons pP6/5 weist im Gegensatz zu alien anderen cDNA Klonen an Position 100 C statt 

55 A auf. Dadurch wOrde sich das Triplett 98-100 (22. Codon) von GAA nach GAC andern und fdr Asp anstelle 
von Glu kodieren. DieSe Abweichung kann mehrere Ursachen haben: a) die Reverse Transkriptase baute 
ein falsches Nukleotid ein, b) es handelt sich urn die Transkripte zweier alleler, an dieser Stelle ver- 
schiedener Gene Oder c) es gibt zwei nicht allele Gene, die sich an dieser Position unterscheiden. 
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Der lange, offene Leserahmen kodiert fur ein Protein mit 320 Aminosauren, von dem das Met-1 wahr- 
scheinlich abgespaiten, urid das foigende Alanin an der Aminogruppe, rnoglicherweise durch Acylierung, 
blockiert wird. Das errechnete Moiekulargewicht betragt 35.896 D und ist hoher als der Wert nach SDS- 
PAGE. Allerdings ist der Anteil geiadener Aminosauren (Asp, Glu, Lys, Arg, His) mit 30,6 % (98/320) 

5 uberdurchschnittlich hoch verglichen mit dem durchschnittlichen Wert von 25,1 %. Dies wUrde das 
veranderte Wanderungsverhalten des Proteins bei der SDS-PAGE erklaren. Innerhalb der stark geladenen 
Aminosauren uberwiegen die sauren Aminosauren (Asp und Glu) mit 54 gegenUber den basischen (Lys und 
Arg) mit 41. Dies erklart den sauren, isolektrischen Punkt des VAC-aifa Proteins (pi =4,4 bis 4,8) VAC-alfa 
enthalt nur ein fur Cystein codierendes Triplett (Aminosaure-Position 316); eine typische N-Glykosylierungs- 

w stelle (Asn-XXX-Ser/Thr) ist nicht yorhanden. 

Eine Strukturanalyse der Aminosauresequenz (modifiziert nach Pustell, J et al., Nucleic Acids Res. 10 
(1982) pp 4765-4782) ergibt eine vierfache Wiederholung einer 67 Aminosaure langen Sequenz (Fig.6), im 
folgenden "Repeats" genannt. Innerhalb dieser Sequenz sind 7 Aminosauren (10,4 %) in alien vier Repeats 
konserviert, 15 Aminosauren (22,4 %) kommen in drei von vier Repeats vor, an 28 Positionen (41,8 %) 

?5 enthalten jeweils zwei Repeats dieselbe Aminosaure. 

Ein Vergleich mit publizierten Literaturdaten (M.J.Geisow, FEBS Letters 203 (1986), pp. 99-103, 
M.J.Geisow et al., TIBS 11 (1986), pp. 420-423) ergab uberraschenderweise, datf VAC-alfa damit zu einer 
grofleren Gruppe Ca** abhSngiger Phospholipidbindungsproteine geh<5rt. Es wird eine Koinsensussequenz 
beschrieben (Lys-Gly-fob-Gly-Thr-Asp-Glu-var-var-Leu-lie-fil-lle-Leu-Ala-fob-Arg; fob = hydrophob, 

20 fil = hydrophil, var =variabel), die an der Ca** Bindung beteiiigt sein kBnnte (M.J.Geisow et al., Nature 320 
(1986), pp. 636-638). Diese Sequenz findet sich in jeder der vier wiederholten 67 Aminosaure langen 
Subsequenzen der erfindungsgemai/ten Proteine (Rg.6). 

Auffailig ist auch der 6 Aminosauren lange Abschnitt am Ende jeder Repeat der fast ausschliefllich aus 
hydrophoben Aminosauren besteht ("oooooo" in Rg.6). 

25 Die Sequenzanalyse der Klone Nr15, Nr19 und Nr22 ergabfur die VAC-beta cDNA 1940 bp, die in einen 
poly-A Abschnitt ubergeht (Fig.7). W Basen vor dem poiy-A Abschnitt findet sich das Poiyadenylierungssi- 
gnal AATAAA. Allerdings kommt diese Konsensussequenz bereits an der Nukleotidposition 1704-1709 vor. 
Weshalb diese Sequenz nicht als Polyadenylierungssignal verwendet wird, ist unbekannt Die zusatzlich 
erforderliche Sequenz an der 3'Seite der AATAAA Sequenz, YGTGTTYY (Gill A et aL, Nature 312 (1984), 

30 pp. 473-474) kommt erst relativ weit entfernt vor (TGTGTTAT, Position 1735-1742); mogiich, dafl dies die 
Erklarung fur ein Nichtakzeptieren dieser ersten Polyadenylierungssequenz darsteilt. 

Die cDNA enthalt einen langen, offenen Leserahmen, der vom Beginn der cDNA bis Position 1087 
reicht. Er wurde ein Kodierungspotential fOr 362 Aminosauren beinhalten. Aus Analogiegrunden zu VAC-aifa 
und aufgrund der Tatsache, dafl auch ein 34.000 D Protein bei der Reinigung von VAC anfSlllt (siehe E.P.A. 

3S 181.465) wurde das erste Methioninkodon (ATG, Position 107-109) als Translationsstart angenommen. Die 
Kozakregel ist hier nicht so gut erfullt wie bei VAC-alfa (AAGAGATGG auf Position 102-110). Das 
resultierende Protein (VAC-beta) ist 327 AminosSuren lang. Es besitzt 4 Cysteinreste (Aminosaureposition 
161, 206, 250 und 293) und eine potentielle N-GIykosylierungsstelle (Asn-Lys-Ser, Aminosaureposition 225- 
227). Das errechnete Moiekulargewicht betragt 36.837 (Rg.9). Auch in VAC-bets gibt es uberdurch- 

40 schnittiich viele geladene Reste: 97/327 (29,6%), wobet die sauren Aminosauren (Asp + Glu: 49) Gber die 
basischen (Lys + Arg 42) uberwiegen; eine ErklSrung fur das nach SDS-PAGE ermittelte niedrigere Moieku- 
largewicht . ..... 

Auch VAC-beta zeigt eine interne Wiederholung einer 67 Aminosauren langen Sequenz Fig.8). Inner- 
halb dieser .Sequenz_ sind 7 Aminosauren (10,4 %) in alien vier Repeats konserviert. . 1 7 Aminosauren (25,4 

45 %) kommen in . drei _von_vier_Repeats_vor,-.an,-25. Positionen (37.7 %) enthalten jeweils zwei Repeats dieselbe 
Aminosaure. Auch VAC-beta zeigt gute Ubereinstimmung mit der 17 Aminosauren langen Konsenusse- 
queoz. Die Ausfuhrungen zum VAC-alfa gelten analog fur VAC-beta. Durch gezielte Mutationen in diesem 
Bereich konnte versucht werden, die biologische Aktivitat der Proteine zu verandern. Erfindungsgemafien 
Mutationen sehen beispielsweise den vollstandigen Oder teilweisen Ersatz der fGr die 17 Aminosauren der 

so konservierten Region kodierenden Bereiche vor. 

Bei dem Vergleich der Proteine stellt man test, dafl der auffalligste Unterschied zwischen den Proteinen 
bei den N-terminalen Peptiden vorliegt. Erfindungsgemafle Modifikationen sehen daher den gegenseitigen 
Austausch dieser N-terminalen Peptide vor. Herstellen lassen sich diese modifizierten Proteine dadurch, da& 
die fur diese N-terminalen Peptide kodierenden DNA-Molekule, beispielsweise durch Oligonukleotidsyn- 

55 these in an sich bekannter Weise hergesteilt werden und mit der "Rest-DNA", die fOr die verbleibenden 
Repeats und die Linker-Abschnitte kodiert, ligiert wird. Mit dieser DNA versehene Expressionsvektoren 
konnen in bekannter Weise in geeigneten Wirtsorganismen zur Expression gebracht werden; das expri- 
mierte Protein wird isoliert und gereinigt. 
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Die Analyse chromosomaler DNA aus humaner Plazenta nach Southern zeigt ein komplexes Bild. Die 
DNA wurde mit EcoRI, HindM, BamHI und Pstl geschnitten. Die auf Nitrozellulose transferierte DNA wurde 
sowohl mit einer VAC-alfa DNA (pP11/3) als auch mit einer VAC-beta DNA (pRH203) hybridisiert. Obwohl 
das Waschen der Filter unter stringenten Bedingungen erfolgte, ergaben sich bei jedem Verdau relativ viele 

5 Banden (Fig.1Q). Der Vergleich der beiden Blots zeigt, da/3 die Kreuzreaktion von VAC-alfa und -beta DNA 
unter diesen Bedingungen eher auszuschlieflen ist. Die Vielzahi der Banden ist entweder durch die Existenz 
jeweils ahnlicher Gene zu dem VAC-alfa bzw. VAC-beta Gen zu erklaren. Oder aber es handelt sich urn 
jeweils ein Gen, das durch viele und/oder lange Introns unterbrochen ist. 

In Fig.11 ist der Vergleich der Aminosauresequenzen von VAC-alfa mit VAC-beta wiedergegeben. Die 

w wiederholten Strukturen lassen sich in beiden Proteinen gleich anordnen. Die Verbindungspeptide sind 
ebenfalls gleich lang mit Ausnahme jener zwischen der 2. und 3. Repeat. In dieses Verbindungspeptid mufi 
bei VAC-aifa eine Lucke eingefGhrt werden, urn eine optimale Anpassung der beiden Sequenzen zu 
erlauben. Das N-terminale Peptid der beiden Proteine ist unterschiedlich lang, 19 Aminosauren bei VAC- 
alfa, 25 Aminosauren bei VAC-beta. Dieses Peptid weist auch die geringste Homologie auf. Die beiden 

15 Proteine sind an 176 von 320 Aminosaurepositionen ident. was einem Homologiegrad von 56,0% entspricht. $ 
An dieser Stelle sei auch der Vergleich der Nukleotidsequenzen der VAC-alfa und -beta cDNAs 
eingefugt. Werden zwei Gene und deren Produkte miteinander vergiichen, sieht man auf der DNA ( = RNA) 
Ebene eine gro/tere Homologie als auf der Aminosaureebene, was durch die Tatsache erklart ist, da0 bei s 
der Nukleinsaure bereits eine Veranderung in einem Basentfiplett ausreicht, um eine neue Aminosaure zu 



In Fig.12 ist der Vergleich der kodierenden Regionen von VAC-alfa und VAC-beta cDNA wiedergege- 
ben. Oberraschenderweise zeigen die DNAs nur einen Homologiegrad von 54,2%, also etwas weniger als 
die beiden Proteine. 

In Fig.13 sind die Hydrophilizitatsprofile der beiden Proteine abgebildei. Dabei wurde der Aigorithmus 
25 von Hopp und Wood verwendet (T.P.Hopp et al« Proc.Natl. Acad.ScL 78 (1981) pp.3824-3828). Die vier 
Repeatbereiche sind durch die Balken angefceutet, die Verbindungspeptide In der darunter angegebenen 
Sequenz eingerahmt Oberraschenderweise ist das Verbindungspeptid zwischen der zweiten und dritten 
Repeat besonders hydrophil. In diesem Peptid befindet sich sowohl bei VAC-alfa als auch bei VAC-beta ein 
Arginin an identer Position. Es ware daher mogiich, dafl dieses Arginin einen bevorzugten Angriffspunkt fDr 
30 eine Protease mit trypsinartiger Spezifitat darstellt. Dabei mQflte das MolekUl in zwei etwa gleich grofle 
Halften zerfallen. Es ware denkbar, dafl bereits ein solches "Halbmolekul" eine biologische, beispielsweise 
eine antikoagulierende Wirkung entfalten kann. Neben dem gezielten Verdau des Proteins beispielsweise 
mit einer Protease trypsinartiger Spezifitat lassen sich diese Halbmolekule oder Halbmolekule mit geringen 
Modifikationen auf vieifafflge Weise darstellen. So ist es mogiich, die fur diese Halbmolekule kodierenden 
35 DNA-MolekQIe, die nach an sich bekannten Verfahren herstellbar sind in geeignete Expressionsvektoren so 
einzufQgen, dai3 diese DNA von den Expressionskontroiisequenzen reguliert wird und durch Kultivierung 
eines mit diesen Vektoren transformierten Wirtsorganismus die HalbmolekQIe zu exprimieren, zu isolieren 
und zu reinigen. 

Halbmolekule mit geringen Modifikationen erhalt man beispielsweise durch Einfugung von Spaltsteilen, 

40 die dem voilstandigen Protein die fQr bestimmte Proteasen erforderliche Spezifitat verleihen. So IMfit sich 
beispielsweise ein Protein mit einer Spaltstelle mit Faktor Xa-artiger Spezifitat herstellen, indem in dem Ab- 
schnitt, der fur die Unker-Sequenz zwischen der zweiten und dritten Repeat-Struktur kodiert, ein Oligonu- 
kleotid eingefugt wird, das fUr das Erkennungs-Tetrapeptid der Faktor-xTa-Protease kodiert. Hierdurch erhalt 
man zunachst ein vollstandiges Protein, das moglicherweise veranderte Eigenschaften, beispielsweise 

45 veranderte Stabilitat gegenuber proteolytischem Angriff aufweist, andererseits aber eine hochspezifische 
Spaltstelle fur die Faktor Xa-Protease enthalt, wodurch gezielt zwei HalbmolekQIe hergestellt werden und 
zum therapeutischem Einsatz gelangen konnen. 

Durch gezielte Mutation der fur Proteine mit VAC-Aktivitat kodierenden DNA iassen sich auflerdem 
Proteine herstellen, die einem proteolytischen Angriff besser widerstehen. So filhrt moglicherweise der 

so Austausch des VAOalfa und VAC-beta gemeinsamen Arginins zwischen der zweiten und dritten Repeat- 
Struktur durch a.B. Histidin zu besserer Stabilitat der Proteine. Auch der gezielte Ersatz der Obrigen 
Arginine und de Lysine durch Histidin, mogiich durch Ersatz der entsprechenden Codone fUhrt zu 
Proteinen, die erschwert durch Trypsin hydrolisiert werden konnen. Diese gezielten Mutationen lassen die 
biologischen, beispielsweise antikoagulierenden Eigenschaften der Proteine/Polypeptide im wesentlichen 

55 unbeeinfiuflt, fUhren andererseits jedoch zur Veranderung, beispielsweise zur Verbesserungen der Stabilitat 
der Proteine, d.h. zu einer VerSnderung der Halbwertszeit der Proteine. 

In manchen Fallen ist es, beispielsweise fQr die Expression von Proteinen vorteilhaft, dem reifen, 
gewQnschten Protein/Polypeptid eine Signaisequenz oder auch eine dem Wirtsorganismus eigene Protein- 



20 



kodieren. 
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sequenz vorzuschalten, so da/3 als Expressionsprodukt ein Fusionsprotein entsteht Die fur ein Signalpeptid 
kodierende Signalsequenz kann microbieller Herkunft sein oder aus Saugetierzellen stammen; vorzugsweise 
ist das Signalpeptid homolog zu dem Wirtsorganismus. Um diese Produkte in das gewunschte reife Protein 
uberfuhren zu konnen, bedarf es einer spezifischen Spaitsteile zwischen dem Signal-/Fusionsanteil und 

5 dem reifen Protein. Hierzu kann man beispielsweise, wie oben beschrieben, an dieser Stelle ein Oligonu- 
kleotid einfugen, das fur das Erkennungs- Tetrapeptid der Faktor-Xa-Protease kodiert. Hierdurch laflt sich 
das exprimierte Fusionsprotein gezielt mit der Faktor-Xa-Protease spalten. Man erhalt das reife Protein. 

Ersetzt man gezielt die fur Methionin verantwortlichen Codone, aufler dem an Aminosaureposition 1, 
durch Codone, die fur Leucin, Isoleucin oder Valin kodieren, so la/Jt sich ein eventuell erhaltenes unreifes- 

jo oder Fusionsprotein durch BrCN-Spaitung in das reife Protein uberfuhren. 

Sollte sich erweisen. da/3 derart modifizierte Proteine gleiche oder gegebenenfalls verbesserte biologische 
Eigenschaften aufweisen, so ware dies ein moglicher Weg zur Ausbeutesteigerung und gegebenenfalls ein 
Verfahren zur Herstellung von Proteinen mit besseren Eigenschaften als die naturlichen VAC-Proteine. 

Als weitere gezielte Mutation ist der gezielte Austausch von einem, gegebenenfalls mehreren Cysteinen 

75 durch Serin oder Valin zu nennen. indem die entsprechenden Codone ausgetauscht werden. Beeinflufit 
dieser Austausch die biologische Aktivitat nicht nachteiiig, so konnte dieser Weg eine Verbesserung der 
Isolterung und/oder Ausbeute der Proteine bewirken. Nicht auszuschlieflen ist auch hierbei eine Verbesse- 
rung der Eigenschaften der Proteine. Als weitere Mutation ist die Kombination verschiedener vodstSndiger- 
oder Teil- Sequenzen der fUr die erfindungsgemaSen Proteine kodierenden DNAs vorgesehen, wodurch 

20 Hybridproteine mit vascular-antikoagulierenden Eigenschaften erhalten werden. Alle durch diese Oder 
ahnliche Mutationen erhaltlichen Proteine, die fur diese kodierenden DNAs, deren Herstellung und Verwen- 
dung sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Aus Fig. 13 ist weiterhin leicht zu erkennen, da/3 weder VAC-alfa noch VAC-beta einen langeren, 
hydrophoben Bereich aufweisen, der entweder die Sekretion durch, oder das Einlagem der Proteine in eine 

25 Membran erlauben wurde. Es ist daher anzunehmen, da/3 es sich bei VAC-alfa und VAC-beta um 
intrazellulSre Proteine handelt. • 

Wallner et al (Nature 320 (1986), pp.77-81) berichten die Struktur des humanen Lipocortin I, Saris et ai. 
(Cell 46 (1986). pp.201 -21 2) und Huang et al. (Cell 46 (1986), pp. 191-199) die Struktur des murinen bzw. 
humanen Calpactin I, das auch Lipocortin II genannt wird. Diese Proteine gehoren ebenfalls zu der Klasse 

30 der Ca** abhangigen Phospholipidbindungsproteinen. Ihre Struktur latft sich analog zu VAC-alfa und -beta 
anschreiben (Fig. 14). Die Homologlen zwischen VAC-alfa und VAC-beta sind jedoch ausgepragter als jene 
zwischen VAC und Lipocortin: 

VAC-alfa - VAC-beta : 55,0% 
35 VAC-alfa - Lipocortin I : 41 ,9% 
VAC-alfa - Lipocortin II : 43.8% 
VAC-beta - Lipocortin I : 41,7% 
VAC-beta - Lipocortin II : 44,6% 

40 Anzunehmen ist daher, dafl auch die Lipocortine aufgrund ihrer analogen Struktur antikoagulierende 
Wirkung haben, und demzufolge als Antikoagulanzien einzusetzen sind und weiterhin, da/3 dies eine 
generelle Bgenschaft dieser Klasse von Ca** abhangiger Phospholiptdbindungsproteine ist. Aufgrund der 
analogen Strukturen laflt sich auch erklaren, dai5 die erfindungsgemaBen Proteine neben der antikoaguiie- 
renden Wirkung auch die Eigenschaften der breits bekannten Ca** abhangigen. Phospholipidbindungspro- 

45 teine aufweisen. Beispielhaft genannt seien hier die antiinflammatorischen Eigenschaften der Lipocortine. 
Die diesen Proteinen eigene Phosphoiipase Inhibitor-Wirkung konnte auch fur die erfindungsgema/ten 
Proteine nachgewiesen werden. 

Gegeristand der vorliegenden Erfindung ist daher auch die Verwendung der erfindungsgemSiSen 
Proteine als antiinfiammatorische Mittel sowie die Verwendung der erfindungsgemaflen Proteine bei der 

so Behandiung samtlicher fur die Lipocortine geltenden Indikationen wie beispielsweise rheumatische Erkran- 
kungen. Auch fur diesen Einsatzzweck lassen sich die, den natUrlichen Proteinen entsprechenden erfin- 
dungsgemaflen Produkte in der bereits erwahnten Weise abandem und deren Eigenschaften gegebenen- 
falls verbessern. 

Bei dem Vergleich der Proteine VAC-alfa, VAC-beta. Lipocortin I und Lipocortin II stellt man fest dafl 
55 der auffalligste Unterschied zwischen den Proteinen bei den N-terminalen Peptiden vorliegt, insbesondere 
zwischen den VAC-Proteinen auf der einen und den Lipocortinen auf der andereri Seite. Eine erfindungsge- 
ma^e Modifikation sieht daher den gegenseitigen Austausch dieser N-terminaien Peptide vor. Herstellen 
lassen sich diese modifizierten Proteine dadurch, dai3 die fQr diese N-terminalen Peptiden kodierenden 
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DNA-MolekGle, beispielsweise durch Oligonukleotidsynthese in an sich bekannter Weise hergestellt werden 
und mit der "Rest-DNA", die fur die verbleibenden Repeats und die Unker-Abschnitte kodiert, ligiert wird. 
Mit dieser DNA versehene Expressionsvektoren konnen in bekannter Weise in geeigneten Wirtsorganismen 
zur Expression gebracht werden; das exprimierte Protein wird isoiiert und gereinigt. 

Viele Mitgiieder der Ca** abhangigen Phospholipidbindungsproteine binden an gereinigte sekretorische 
Vesikel Oder andere Bestandteiie des Cytoskeletts (siehe FLKKretsinger et aL, Nature 320 (1986), p.573 fQr 
eine Zusammenfassung). Bei der Sekretion kapseln sich die Vesikel vom Golgi-Apparat der Zelle ab, 
wandern zur Zellmembran und fusionieren mit ihr. Dabei wird der Inhalt der Vesikel von der Zelle 
freigesetzt. In Analogie zur Kupplung von Erregung mit der Muskelkontraktion wurde vorgeschlagen 
<W.W.Douglas, Br.J.Pharmac. 34 (1968), 451), da/J auch der Stimulus und die Sekretion Ober Ca~ 
gekoppelt ist. Dabei konnten die Ca** abhangigen Phospholipidbindungsproteine eine wichtige Rolle 
spielen. In der konservierten. 17 Aminosauren langen Region jeder Repeat besitzt VAC-alfa 5 bis 6 
Hydroxylgruppen-enthaltende Aminosauren (Asp, Glu, Thr, Ser), jeweils drei davon an identischer Position. 
Bei VAC-beta finden sich in jeder Repeat vier dieser Aminosauren. Obwohl keines der Proteine die in 
Calmodulin, Troponin C f S-100 und Parvalbumin beobachtete EF-Hand Struktur aufweist (R.H.Kretsinger et 
aL, CRC Crit. Rev.Biochem. 8 (1980), p119), die in diesen MolekUlen fur die Ca~ Bindung verantwortlich 
ist. verleitet die Konservierung dieses Unterabschnitts in jeder Repeat zu dem Schlufl, daB diese Region fUr 
die Ca Bindung verantwortlich ist. 

Durch gezielte Mutationen in diesem Bereich konnte versucht werden, die biologische Aktivitat der 
Proteine zu verandern. Erfindungsgema/ten Mutationen sehen beispielsweise den vollstandigen oder 
teilweisen Ersatz der fur die 17 Aminosauren der konservierten Region kodierenden Bereiche von 

a. aus den VAC-Proteinen durch Bereiche, die die entsprechenden Aminosauren der Lipocortine 
kodieren, 

b. aus VAC-alfa durch Bereiche, die die entsprechenden Aminosauren des VAObeta kodieren und 
umgekehrt, 

• - c. aus Lipocortin I durch Bereiche, die die entspredRenden Aminosauren des Lipocortins II kodieren 
und umgekehrt, 

d. aus den Lipocortinen durch Bereiche, die die entsprechenden Aminosauren der VAC-Proteine 
kodieren oder 

e. bei den Gbrigen Polypeptiden/Proteinen durch Bereiche. die die entsprechenden Aminosauren der 
jeweils anderen Polypeptiden/Proteine kodieren, indem die entsprechenden fQr diese Aminosauren kodie- 
renden Bereiche ausgetauscht werden. 

Die oben erwahnte analoge Struktur laflt auflerdem erwarten, daB Proteine, die diese Analogie 
aufweisen, sowohl antiinflammatorische als auch antikoagulierende Wirkung zeigen und daher entsprechend 
therapeutisch und/oder prophylaktisch einsetzbar sind. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher insbesondere die Verwendung der Polypeptide ais 
antiinflammatorische Mittel, als antirheumatische Mittel, in den fur die Lipocortine geltenden Indikationen, 
die Verwendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Bereiche aufweisen, ais blutgerinnungs- hemmende 
Mittel, als Thrombin-inhibierende Mittel, als antiinflammatorische Mittel, ais antirheumatische Mittel, Verwen- 
dung der Lipocortine als blutgerinnungshemmende Mittel, als Thrombin-inhibierende Mittel und in den fGr 
die VAC-Proteine geltenden Indikationen, wobei die bekannten Verwendungen der zum Teii in der vorlie- 
genden Anmeldung beschriebenen Proteine mit solchen Repeat-Bereichen ausdrucklich ausgenommen 
sind! 

Weiterhin sind Mittel zur therapeutischen Behandlung, die neben pharmazeutisch inerten Tragerstoffen 
eine wirksame Menge eines dieser Polypeptide enthalt, Gegenstand der Erfindung. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch DNA-Molekule, die fUr ein Polypeptid/Protein mit 
Repeat-Bereichen kodieren, DNA-Molekule t die fur einen der Repeat-Bereiche kodieren, DNA-Molekple, 
dadurch gekennzeichnet, daB die fOr die vollstandigen Repeats kodierenden Bereiche umgeordnet sind, die 
von dieSen kodierten Proteine, deren Herstellung und Verwendung. 

Alle durch diese Oder ahnliche Mutationen erhaltlichen Proteine. die fQr diese kodierenden DNAs. deren 
Herstellung und Verwendung sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. wobei die bekannten 
zum Teil in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Proteine. die fur diese kodierenden DNAs, deren 
bekannte Herstellung und Verwendung ausdrucklich ausgenommen sind. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch DNA-MolekQle nicht-humanen Ursprungs, die von 
diesen kodierten Proteine. deren Herstellung und Verwendung, die in einer, der vorliegenden Erfindung 
analogen Weise herstellbar sind. 

Gegenstand der Erfindung sind nicht nur Gen-Sequenzen, die spezifisch fur die erfindungsgemafien 
Proteine codieren. sondem ebenfalls Modifikationen. die leicht und routinemaflig durch Mutation, Abbau, 
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Transposition Oder Addition erhalten werden konnen. Jede Sequenz, die fOr die erfindungsgemafien 
Proteine codiert (d.h. die das biologische Aktivitatsspektrum aufweist, das hier beschrieben ist) und im 
Vergleich mit den gezeigten degeneriert ist, ist ebenfalls eingeschiossen; Fachleute aus diesem Gebiet sind 
in der Lage, DNA-Sequenzen der codierenden Regionen zu degenerieren. Ebenso ist jede Sequenz, die fur 
ein Polypeptid mit dem Aktivitatsspektrum der erfindungsgemaflen Proteine codiert, und die mit den 
gezeigten Sequenzen (oder Teiien davdn) unter stringenten Bedingungen hybridisiert (beispieisweise 
Bedingungen, die fur mehr als 85 %, bevorzugt mehr als 90 % Homoiogie selektieren beinhaltet. 

Die Hybridisierungen werden in 6xSSC/5x Denhardt's Losung/0,1% SDS bei 65 *C durchgefCihrt. Der 
Grad der Stringenz wird im Waschschritt festgelegt. So sind fur eine Selektionierung auf DNA-Sequenzen 
mit ca. 85 % oder mehr Homoiogie die Bedingungen 0,2x530/0,01% SDS/65* C und ftir eine Selektionie- 
rung auf DNA-Sequenzen mit ca. 90 % oder mehr Homoiogie die Bedingungen 0,1 x SSC/0,01% SDS 
65* C geeignet 

Die Erfindung betrifft weiterhin Expressions vektoren, die eine fGr VAC kodierende DNA-Sequenz 
enthalten, die von einer Expressionskontrollsequenz derart reguliert wird, dafl in einer mit diesem Expres- 
sionsvektoren transformierten Wirtszelle Polypeptide mit VAC-Aktivitat exprimiert werden. 

Die Expressionsvektoren der vorliegenden Erfindung werden z.B. hergestellt, indem man in eine Vektor- 
DNA, welche eine Expressionskontrollsequenz enthalt, eine VAC kodierende DNA-Sequenz. derart einfUgt, 
datf die Expressionskontroll- sequenz besagte DNA-Sequenz reguliert. 

Die Wahl eines geeigneten Vektors ergibt sich aus der zur Transformation vorgesehenen Wirtszelle. 
Geeignete Wirte sind beispieisweise Mikroorganismen, wie Hefen, z.B. Saccharomycescerevisiae , und 
insbesondere Bakterienstamme, die uber kein Restriktions- oder Modifikationsenzym verfugen, vor allem 
Stamme von Escherischia coli . z.B. E. coli X1776, Exoli HB101, E.coli W3110, E.coli HB101/LM1035, E.coli 
JA221(30) oder E.coli K12 Stamm 294, Bacillus subtilis , Bacillus stearothermophilus , Pseudomonas , 
Haemophilus , Streptococcus und andere, ferner Zellen hoherer Organismen, insbesondere etablierte 
humane oder tierische Zeliinien. Bevorzugte Wirtszellen sind die gesamten Stamme von E.coli , insbeson- 
dere Exoli HB1 01, ExoH JM1 01 und Exoli W31 10. •> 

Grundsatzlich sind alle Vektoren geeignet. welche die erflndungsgemaflen heterologen, fur die VAC 
kodierenden DNA-Sequenzen in dem gewahiten Wirt replizieren und exprimieren. 

Beispiele fOr Vektoren, die zur Expression des VAC-Gens in einem E.coli- Stamm geeignet sind, sind 
Bacteriophagen, z.B. Derivate des Bacteriophage n X, oder Plasmide, wie insbesondere das Plasmid colE1 
und seine Derivate. z.B. pMB9, pSF2124, pBR317 oder pBR322. Die bevorzugten Vektoren der vorliegen- 
den Erfindung leiten sich von Plasmid pBR322 ab. Geeignete Vektoren enthalten ein voilstandiges Replicon 
und ein Markierungsgen, welches die Selektion und Identifizierung der mit den Expressionsplasmiden 
transformierten Mikroorganismen auf Grund eines phanotypischen Merkmals ermoglicht. Geeignete Markie- 
rungen verleihen dem Mikroorganismus beispieisweise Resistenz gegenUber Schwermetailen, Antibiotika 
und dergleichen. Weiterhin enthalten bevorzugte Vektoren der vorliegenden Erfindung au/terhalb der 
Replicon- und Markierungsgen- Regionen Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonucleasen, so dafl an 
diesen Stellen die fur die Aminosauresequenz von VAC kodierende DNA-Sequenz und gegebenenfalls die 
Expressions-Kontrollsequenz eingefQgt werden konnen. Ein bevorzugter Vektor, das Plasmid pBR322, 
enthalt ein intaktes Replicon, gegen Tetracyclin und Ampicillin Resistenz verleihende Markierungsgene (tet R 
und amp R ) und eine Reihe von nur einmal vorkommenden Erkennungssequenzen fGr Restriktionsendonuc- 
leasen, z.B. Pstl (schneidet im amp R -Gen, das tet R -Gen bleibt intakt), BamHI. Hindlll. Sail (schneiden alle im 
tet R -Gen. das amp R -Gen bleibt intakt), Nrul und EcoRI. 

Mehrere Expressionskontrollsequenzen konnen zur Regulation der VAC-Expression eingesetzt werden. 
Insbesondere werden Expressionskontrollsequenzen stark exprimierter Gene der zu transformierenden 
Wirtszelle verwendet. Im Falle von pBR322 als Hybridvektor und Exoli als Wirtsorganismus sind beispieis- 
weise die Expressionskontrollsequenzen (welche aunter anderem den Promotor und die ribosomale Bin- 
dungsstelle enthaiten) des Lactoseoperons, Tryptophanoperons, Arabinoseoperons und dergleichen, des 0- 
Lactamasegens, die entsprechenden Sequenzen des Phage . XN-Gens oder des Phage fd-Schtchtprotein- 
gens und andere geeignet. Wahrend der Promotor des /S-Lactamasegens (i9-lac-Gen) bereits in Plasmid 
pBR322 enthalten ist, mCissen die ubrigen Expressionskontrollsequenzen in das Plasmid eingefOhrt werden. 
Bevorzugt als Expressionskontrollsequenz in der vorliegenden Erfindung ist diejenige des Tryptophanope- 
rons (trp po) sowohl von Serratia marcescens als auch aus E.coii und der alkalische Phosphatase-Promotor 
bzw. deren Hybrid. 

Neben diesen besonders gebrauchlichen Promotoren sind auch andere mikroblelle Promotoren ent- 
wickelt und benutzt worden. Die Gen-Sequenz fur die erfindungsgemaflen Proteine kann beispieisweise 
unter der Kontrolle des Leftward-Promotors des Bakteriophagen Lambda (PJ eingesetzt werden. Dieser 
Promotor ist ein besonders effektiver steuerbarer Promotor. Die Steuerung wird moglich durch den 
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Lambda-Repressor, von dem benachbarte Restriktionsschnittstellen bekannt sind. Ein temperaturempfindii- 

ches Allel dieses Repressor-Gens kann in einen Vektor, der eine protein-Gen-Sequenz enthalt eingefugt 

werden. Wird die Temperatur auf 42 'C erhoht, wird der Repressor inaktiviert und der Promotor aktiviert. 

Durch die Verwendung dieses Systems ist es moglich, eine Clon-Bank zu etablieren, in der eine 
5 funktionelle Protein-Gen-Sequenz in Nahbarschaft zu einer Ribosom-Bindungssteile in variierenden Abstan- 

den zu dem Lambda-P L -Promotor piaziert wird. Diese Klone konnen dann uberpruft und der mit der 

hochsten Ausbeute selektiert werden. 

Die Expression und Translation einer Sequenz codierend fur die erfindungsgemSflen Proteine kann 

auch unter Kontrolle anderer Reguiationssysteme. die ais "homolog" zu dem Organismus in seiner 
io untransformierten Form gelten konnen, ablaufen. So enthalt z.B. chromosomale DNA von einem Lactose- 

abhangigen Exoli ein Lactose Oder Lac-Operon, das durch AusschUttung des Enzyms Beta-Galactosidase 

den Lactose-Abbau ermoglicht 

Die Lac-Kontrollelemente konnen aus dem Bacteriophagen Lambda-placS, der infektios fUr E. coii ist 

erhalten werden. Das Lac-Operon des Phagen kann durch Transduktion aus derselben Bakterien-Spezies 
is stammen. 

Reguiationssysteme, die bei dem erfindungsgemSBen Verfahren Verwendung finden konnen, konnen 
auch aus plasmidischer DNA stammen, die dem Organismus eigen ist. Das Lac-Promotor-Operator-System 
kann* durch IPTG induziert werden. 

Andere Promotor-Operator-Systeme Oder Teife hiervon konnen genausogut verwendet werden: bei- 

20 spielsweise Colicrne Ei -Operator, Gaiactose-Operator, Xylose-A-Operator. tac- Promotor u.M.. 

Zusatzlich zu Prokaryoten konnen auch eukaryotische Mikroorganismen, wie Hefekulturen verwendet 
werden. Saccharomyces cerevisiae ist die am meisten verwendete von den eukaryotischen Mikroorganis- 
men, obwohi eine Anzahl anderer Spezies ailgemein erhaitlich ist 

Zur Replikatlon und Expression in Hefe geeignete Vektoren enthaiten einen Hefe-Repfikationsstart und 

25 einen selektiven genetischen Marker fUr Hefe. Hybridvektoren, die einen Hefe-Reptikationsstart enthaiten, 
z.B. das chromesomale autonom replizierende Segment (ars), bleiben 7!ach der Transformation innerhalb 
der Hefezelle extra-chromosomal erhalten und werden bei der Mitose autonom repliziert. Zur Expression in 
Saccharomyces wird beispielsweise das Plasmid YRp7 (Stinchcomb et al. Natur 282 , 39 (1979); Kingsman 
et at, Gene 7, 141 (1979); Tschumper et al., Gene 10, 157 (1980)) und das Plasmid YEp13 (Bwach et ai. f 

30 Gene 8, 121-133 (1979)) verwendet Das Plasmid YRp7 enthalt das TRP1- Gen, das eine Selektionierungs- 
markierung fUr eine Hefemutante, die unfahig ist, in trypthophanfreiem Medium zu wachsen, bereitstellt; 
beispielsweise ATCC Nr. 44076. 

Das Vorhandensein des TRP1 Schadens als Charakteristikum des Hefe-Wirts Genoms stellt dann ein 
wirksames Hilfsmittei dar, urn transformation nachzuweisen, wenn ohne Tryptophan kultiviert wird. Ganz 

35 ahniich verhalt es sich bei dem Plasmid YEp13, das das Hefe-Gen LEU 2, das zur Erganzung einer LEU-2- 
minus-Mutante verwendet werden kann, enthalt 

Weitere geeignete Markierungsgene fur Hefe sind im Fall von auxotrophen Hefemutanten, im allgemei- 
nen Gene, die Wirtsdefekte komplementieren. Entsprechende Gene sorgen fur Prototrophie in einer 
auxotophen Hefemutante, z.B. das URA3- und HIS3- Gen. Vorzugsweise enthaiten Hefe- Hybridvektoren 

40 weiterhin einen Replikationsstart und ein Markierungsgen fur einen bakterieilen Wirt, insbesondere E.coH, 
damit die Konstruktibn und die Klonierung der Hybridvektoren und ihrer Vorstufen in einem bakterieilen Wirt 
erfolgen kann. Weitere fur die Expression in Hefe geeignete Expresstonskontrollsequenzen sind beispiels- 
weise diegenigen des PHQ3- Oder PHQ5- Gens, ferner in glykolytischen Abbau involvierte Promotor. z.B. 
der PGK- und GAPDH- Promotor. 

45 Andere geeignete Promotor-Sequenzen-filr Hefe -Vektoren beinhalten die 5-flankierende Region der 
Gene des ADH I (Ammerer G., Methods of Enzymology 101 , 192-201 (1983)), 3-Phosphogiycerate-Kinase 
(Hitzeman et al.. J. Biol. Chem. 255 . 2073 (1980)) oder andere glykolytische Enzyme (Kawaski und 
Fraenkel, BBRC 108 , 1107-1112 (1982)) wie Enolase, G!ycermaidehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Hexoki- 
nase, Pyruvat-Decarboxylase, Phosphofructokinase. Glucose-6-Phosphat-lsomerase, Phosphoglucose-lso- 

50 merase und Glucokinase, Bei der Konstruktion geeigneter Expressionsplasmide konnen die mit diesen 
Genen assoziierten Terminationssequenzen ebenfaiis in den Expressions-Vektor am 3'-Ende der zu expri- 
mierenden Sequenz eingesetzt werden. urn Polyadenylierung und Termination der mRNA zu ermoglichen. 

Andere Promotoren. die zudem noch den Vorteil der durch Wachstumsbedingungen kontrollierten 
Transkription besitzen. sind die Promotor-Regionen der Gene fGr Alkohol-Dehydrogena- se-2, Isocytochrom 

55 C. Saure-Phosphatase. abbauende Enzyme, die mit dem Stickstoff-Metabolismus gekoppelt sind, die oben 
erwahnte Glycerinaldehyd:3-Phosphat-Dehydrogenase und Enzyme, die fOr die Verarbeitung von Maltose 
und Gaiaktose verantworttich sind. Promotoren, die durch den Hefe Mating Typ Locus reguliert werden, 
beispielsweise Promotoren der Gene BARI, MFa1 , STE2 . STE3. STE5 konnen bei temperaturregulierten 
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Systemen durch die Verwendung von temperaturabhangigen sir Mutationen eingesetzt werden. (Rhine 
Ph.D. Thesis, University of Oregon, Eugene, Oreigon (1979), Herskowitz and Oshima, The Molecular Biology 
of the Yeast Saccharomyces , part I, 181-209 (1981), Gold Spring Harbor Laboratory). Diese Mutationen 
beeinflussen die Expression der ruhenden Mating-Typ Kassetten von Hefen und dadurch indirekt die 
Mating-Typ abhangigen Promotoren. Qenerell ist jedoch jeder Plasmid Vektor, der einen Hefe-kompatiblen 
Promotor, originare Replikations- und Terminationssequenzen enthSit, geeignet. 

So konnen auch Hybridvektoren, die der Hefe-2u-Plasmid-DNA homologe Sequenzen enthalten, verwendet 
werden. Solehe Hybridvektoren werden durch Rekombination innerhalb der Zelle bereits vorhandenen 
2u-Plasmiden einverleibt Oder replizieren autonom. 2u-Sequenzen sind besonders fur Plasmide mit grower 
Transformationshaufigkeit geeignet und gestatten eine hone Kopienzah!.. 

ZusStzlich zu Mikroorgantsmen sind Zellkulturen multizellularer Organismen ebenfalis geeignete Wirt- 
sorganisrnen. Im Prinzip ist jede dieser ZeHkulturen einsetzbar. ob von Wlrbeltier- oder wirbellosen 
Tierzellkulturen. Grdfltes Interesse besteht jedoch an Wirbeltierzellen, so dai3 die Vermehrurig von Wirbel- 
tierzellen in Kultur (Gewebe-Kultur) in den letzten Jahren zu einer routinemafligen Methode wurde (Tissue 
Culture. Academic Press, Kruse and Patterson, Editors (1973)); Beispiele solch nGtzlicher Wirtszellinien sind 
VERO- und HeLa-Zelleni GHO-Zellen und WI38, BHK, COS-7 und MDCK-Zellinien. Expressionsvektoren fOr 
diese Zellen enthalten ublicherweise (wenn no tig) einen Replikationsstartpunkt. einen Promotor, der vor 
dem zu exprimierenden Gen lokaiisiert ist, gemeinsam mit alien notwendigen Ribosomenbindungsstellen, 
RNA-Splicing-Stelle, Poiyadenylierungsstelle und transkriptionelle Terminations-Sequerizen. 

Bei der Verwendung in Saugetierzellen stammen die Kontroilfunktionen auf den Expressions-Vektoren 
oftmais aus viralem Material. Beispielsweise stammen die Ublicherweise verwendeten Promotoren aus 
Polyoma-, Adenovirus 2, und besonders haufig aus Simian Virus 40 (SV 40). Die frQhen und spaten 
Promotoren des SV 40 sind besonders nutzlich. da beide leicht aus dem Virus als Fragment zu erhalten 
sind, das auch noch die virale Replikationsstelle des SV 40 enthalt. (Fiers et al. f Nature 273 , 113 (1978)). 
Auch konnen kleinere oder groflere Fragmente des SV 40 verwendet werden, vorausgesetzt, sie enthalten 
die annahernd 250. bp lange Sequenz, die von der Hindlll Schnittstelle bi?*zur BgJI Schnitistelle in dem 
viralen RepiiKationsstartpunkt reicht. Au/iertfem ist es ebenfalis moglich und oft empfehlenswert, Promotor- 
oder Kontroll-Sequenzen zu verwenden, die normalerweise mit den gewQnschten Genseqiierizen verknUpft 
sind, vorausgesetzt, diese Kontroll-Sequenzen sind kompatibel zu den Wirtszellsystemen. 

Ein Replikationsstartpunkt kanri entweder durch entsprechende Vektorkonstruktion vorgesehen werden, 
um einen exogeneri Startpunkt einzubauen, beispielsweise aus SV 40 oder anderen viralen Quellen (z.B. 
Polyoma, Adeno, VSV, PBV, etc.) oder kann durch die chromosomalen Replikationsmechanismen der 
Wirtszelle vorgesehen werden. Wird der Vektor in das Wirtszellenchromosom integriert, reicht die zuletztge- 
nahnte Maflnahme meistens aus. 

Insbesondere betrifft die Erfindung zur Replikatibri und phanotypischen Selektionen befMhigte Expres- 
sionsvektoren, welche eine Expressionskontrolisequenz und eine fUr die AminosMuresequenz von VAC 
kodierende DNA-Sequenz enthalten, wobei besagte DNA-Sequenz mitsamt Transkriptionsstartsigna! und 
-terminationssignal sowie Translationsstartsignal und -stopsignal in besagtem Expressidnsplasmid unter 
Regulation besagter Expressionskontrolisequenz so angeordnert ist, daj3. in einer mit besagtem Expressions* 
plasmid transformierten Wirtszelle VAC exprimiert wird. 

Um eine effektive Expression zu erreichen, mui3 das VAC-Gen richtig (in "Phase") mit der Expressions- 
kontrolisequenz angeordnet sein. Es ist vorteilhaft, die Expressionskontrolisequenz in den Bereich zwischen 
dem Haupt-mRNA-Start und dem ATG der Genkqdiersequenz, welche natUrlich mit dem Expressionskon- 
trolisequenz verkhupft ist (z.B. die jS-lac-Kddiersequenz bei Verwendung des £-lac-Promotqrs), mit dem - 
VAC-Gen, welches vprzugsweise sein eigenes Translationsstartsignal (ATG) und franslationsstbpsignai (z.B. 
TAG) mitbringt, zuverknupfen. Dadurch wird eine effektive TrahskriiDtipn und Translation gewShrleistet. 

Beispielsweise wird ein Vekjtqr, insbesondere pBR322. mit einer Re^ktionsendonukj geschnitten 
und, gegebehenfalls riach Modifikation des so gebildeteh linearisierten Vektors. eine mit eritsprechenden 
Restriktionsenden verseheneh Expressionskontroilsequeriz eingefOhrt Die ^pressiqnskontroilsequenz ent- 
hSIt am 3'-Eride (in tr^siationsnchtung) die Erkennungss^ einer Restrildonsendonuciease, so dai3 
der die Expressionskontrolisequenz bereits enthaltende Vektor mit besagtem Restriktionsenzym verdaut und 
das mit passenden Enden versehene VAC-Gen eingesetzt werden kann. 0afc>ei entsteht ein Gemisch von 
zwei Hybfidplasmideh, welche das Gen in nchtiger bzw in flascher Onentierung enthalten Vprteiihaft ist es, 
den die ^pressipnskontrollseqiienz bereits enthaltendeh Vektor noch mit einer zweiten Restriktionsendo- 
nuclease innerhalb der Veirtpr-piNiA zu spalten und in das entstandenen Vektor-Fragment das mit nchtigen 
Endeh versehene VAC-Gen einiusetzen. Alle Operationen am Vektor erfplgen vprzugsweisfe in einer Weise, 
daB die Funktton des Replicons und zumindest eihes Markierungsgehs nicht beeintrachttgt wird, 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird ein von pBR322 abgeleiteter 
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Vektor, welcher eine Expressionskontrolisequenz, insbesondere diejenige vom Tryptophan-Operon (trp po), 
enthalt, die am 3'-Ende (zwischen dem Haupt-mRNA-Start und dem ersten ATG) die Erkennungssequenz 
fur eine, vorzugsweise kohasive Enden bildende. Restriktionsendonuclease, z.B. EcoRI, tragt, mit der 
genannten Restriktionsendonuclease und im Vektor-DNA-Teil mit einer zweiten Restriktionsendonuclease, 
5 welche flache Oder bevorzugt kohasive Enden bildet, z.B. BamHI, verdaut, wonach der so iinearisierte 
Vektor mit der entsprechende Enden aufweisenden VAC-DNA (z.B. mit einem EcoRI-Ende vor dem ATG- 
Start und einem BamHI-Ende nach dem Translationsstop-Codon) verknupft wird. Die Verknupfung erfoigt in 
bekannter Weise durch Paarung der komplementSren (kohasiven) Enden und Ligierung, z.B. mit T4.-DNA- 
Ligase. 

70 Vorzugsweise konnen die erfindungsgemaflen DNA-Sequenzen auch in dem Expressionsplasmid 
pER103 (E. Rastl-Dworkin et al. f Gene 21, 237-248 (1983) und EP-A-0,1 15-613 - hinterlegt bei der DSM 
unter der Nummer DSM 2773 am 20. Dezember 1983), in dem Plasmid parpER33 (EP-A-0.1 15-613) Oder 
dem Plasmid pRH100 exprimiert werden, da diese Vektoren alle Reguiationselemente enthalten, die zu 
einer hohen Expressionsrate der klonierten Gene fuhren. 

75 Erfindungsgem§/3 wird als Expressionsvektor fur das synthetische Protein Gen das Plasmid pRH100 
verwendet, das den reguiierbaren Tryptophanpromotor aus Serratia marcescens und eine artifizieile Riboso- 
menbindungsstelle enthalt. Zur Herstellung des Expressionsplasmides pRH100 wurde das Plasmid pER103 
(Eva Dworkin-Rastl et aL. Gene 21 (1983) 237-248. EP-A-O.115-613) mit der Restriktionsendonuklease 
Hindlll linearisiert und die Oligonukleotidsequenz 

20 

5 1 AGCTTAAAGATGAGCTCATCTTTA 3 f • 

3 1 ATTTCTACTCGAGTAGAAATTCGA 5 1 



eingefugt. _ 

Die uber den mRNA-Weg, aus genomischer DNA oder synthetisch gewonnene, mit entsprechenden 
(insbesondere EcoRI- und BamHI-) Enden versehene VAC-DNA kann vor dem Einbringen in ein Expres- 
sionsplasmid auch in einen Vektor, z.B. pBR322, kloniert werden, um groflere Mengen an VAC-DNA, 
beispielsweise fur die Sequenzanalyse, zu gewinnen. Die Isolierung der Klone, welche das Hybridplasmid 
enthalten, wird beispielsweise mit einer VAC-DNA spezifischen, radioaktiv-markierten Oligonucleotid-Probe 
(siehe oben) durchgefQhrt. Die Charakterisierung der VAC-DNA erfoigt beispielsweise nach dem Verfahren 
von Maxam und Gilbert (11). 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung werden Teiistucke der VAC-DNA synthetisiert Die 
Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung von transformierten Wirtszellen, dadurch gekennzeich- 
net, dafl man eine Wirtszelle mit einem Expressionsvektor, der eine von einer Expressionskontrolisequenz 
regulierte, fQr die Aminosauresequenz von VAC kddierende DNA-Sequenz enthalt, transformiert. 

Geeignete Wirtszellen sind beispielsweise die oben genannten Mikroorganismen, wie Stamme von 
Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis und insbesondere Escherichia coli. Die Transformation mit dem 
erfindungsgemaflen Expressionsplasmiden erfoigt beispielsweise wie in der Literatur beschrieben, so fUr S. 
cerevisiae (12), B.subtilis (13) und E.coii (14). Die Isolierung der transformierten Wirtszellen erfoigt 
vorteilhaft aus einem selektiven Nahrmedium, dem das Biocid zugeset2t wird, gegen welches das im 
Expressionsplasmid enthaltende Markierungs-Gen Resistenz verleiht Wenn, wie bevorzugt. die Expres- 
sionspiasmide das amp R -Gen enthalten, wird dem Nahrmedium demgemSfl Ampicillin zugesetzt Zellen, * 
welche das Expressionsplasmid nicht enthalten, werden in einem solchen Medium abgetotet. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die auf denrrgehannten Weg erhSltlichen transformierten Wirtszellen. 

Die transformierten Wirtszellen konnen zur Herstellung von Verbindungen mit VAC-Aktivitat verwendet * 
werden. Das Verfahren zur Herstellung dleser Verbindung ist dadurch gekennzeichnet. dafl die transformier- 
ten Wirtszellen kultiviert und das Produkt aus den Wirtszellen freigesetzt und isoliert wird. 

Die Erfindung betrifft daher vor allem ein Verfahren zur Herstellung von Verbindungen mit VAC-Aktivitat 
und von Salzen solcher Verbindungen, dadurch gekennzeichnet, dafl mit einem Expressionsplasmid, 
welches eine von einer Expressionskontrolisequenz regulierte, fur die AminosSuresequenz von VAC 
kodierende DNA-Sequenz enthalt, transformiert© Wirtszellen in einem flQssigen Nahrmedium, welches 
assimilierbare Kohlenstoff- und Stickstoffquellen enthalt, kultiviert werden und das Produkt aus den 
Wirtszellen freigesetzt und isoliert wird, und, falls erforderiich, ein verfahrensgemaO erhaltliches Produkt mit 
einem zur Aufspaftung der Disulfidbindungen geeigneten Reduktionsmittel versetzt und das erhaitliche 
reduzierte Polypeptid gegebenenfalls mit einem zur NeuknUpfung von Disulfidbindungen geeigneten Oxida- 
tionsmittel behandelt wird, und gewOnschtenfalls, eine erhSltliche VAC-Verbindung in eine andere VAC- 



12 



BNSDOCtD: <EP 0293567A1J_> 



EP 0 293 567 A1 



Verbindung uberfuhrt wird, ein verfahrensgemafi erhaltliches Gemisch von Verbindungen mit VAC-Aktivitat 
in die einzelnen Komponenten aufgetrennt wird und/oder, gewunschtenfalls, ein erhaltenes Salz in das 
Polypeptid und ein erhaltenes Polypeptid in das entsprechende Salz desselben uberfUhrt wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zur Hersteilung von VAC-Verbindungen. 
5 Die Kuitivierung der erfindungsgema/ten Transformierten Wirtszellen erfolgt in an sich bekannter Weise. 
So konnen fur die Kuitivierung der erfindungsgema/ten, transformierten Wirtsmikroorganismen verschiedene 
Kohlenstoffquellen verwendet werden. Beispiele bevorzugter Kohlenstoffquellen sind assimilierbare Kohlen- 
hydrate, wie Glucose, Maltose, Mannit Oder Lactose, Oder ein Acetat das entweder allein Oder in 
geeigneten Gemischen verwendet werden kann. Geeignete Stickstoffquellen sind beispielsweise Aminosau- 

70 ren, wie Casaminosauren, Peptide und Proteine und ihre Abbauprodukte, wie Trypton, Pepton Oder Flei- 
schextrakte; weiterhin Hefeextrakte, Maizextrakt, wie auch Ammoniumsalze, z.B. Ammoniumchlorid, -sulfat 
Oder -nitrat, die entweder allein Oder in geeigneten Mischungen verwendet werden konnen. Anorganische 
Salze, die ebenfalls verwendet werden konnen, sind z.B. Sulfate, Chloride, Phosphate und Carbonate von 
Natrium, Kaiium, Magnesium und Calcium. 

75 Weiterhin enthalt das Medium z.B. wachstumsfordernde Substanzen, wie Spurenelemente, z.B. Eisen, 
Zink, Mangan und dergieichen, und vorzugsweise Substanzen, die einen Selektionsdruck ausGben und das 
Wachstum von Zellen, die das Expressionsplasmid verloren haben, verhindem. So wird dem Medium 
beispielsweise Ampicillin zugesetzt, wenn das Expressionsplasmid ein amp R -Gen enthalt. Ein solcher 
Zusatz von antibiotisch wirksamen Substanzen bewirkt auch, dafl kontaminierende, Antibiotika-empfindliche 

20 Mikroorganismen abgetotet werden. 

Die Kultivierungsbedingungen, wie Temperatur, pH-Wert des Mediums und Fermentationszeit, werden 
so ausgewahlt, daJ3 maximale VAOTiter erhalten werden. So wird ein E. coli- Oder ein Hefe-Stamm 
bevorzugt unter aeroben Bedingungen in submerser Kultur unter SchGtteln Oder RGhren bei einer Tempera- 
tur von etwa 20 bis 40* C, vorzugsweise etwa 30* C, und einem pH-Wert von 4 bis 9, (vorzugsweise etwa 

25 30* C, und einem pH-Wert von 4bis 9), vorzugsweise bei pH 7, wahrend etwa 4 bis 20h, vorzugsweise 8 bis 
12h, kultiviert. Dabei sammelt sicb-das Expressionsprodukt intrazellular an. 

Wenn die Zelldichte einen ausreichenden Wert erreicht hat, wird die Kuitivierung abgebrochen und das 
Produkt falls erforderlich, aus den Zellen des Mikroorganismus freigesetzt. Zu diesem Zeck werden die 
Zellen zerstort, z.B. durch Behandlung mit einem Detergens, wie SDS Oder Triton, oder mit Lysozym oder 

30 einem gleichartig wirkenden Enzym lysiert. Altemativ oder zusatziich kann man mechanische Krafte, wie 
Scherkrafte (z.B. X-Presse, French-Presse, Dyno-MiN) oder SchUtteln mit Glasperlen oder Aluminiumoxid, 
oder abwechselndes Einfrieren, z.B. in fIGssigem Stickstoff, und Auftauen, z.B. auf 30* bis 40* C, sowie 
Ultraschall zum Brechen der Zellen anwenden. Die resultierende Mischung, die Proteine, Nucleinsauren und 
andere Zellbestandteile enthalt, wird nach der Zentrifugation in an sich bekannter Weise an Proteinen 

35 angereichert. So wird z.B. der gro/Jte Teil der Nicht-Protein-Bestandteile durch PolySthylenimin-Behandlung 
abgetrennt und die Proteine einschlieflblich der VAC-Verbindungen z.B. durch Sattigen der Losung mit 
Ammoniumsulfat oder mit anderen Salzen ausgefallt. Weitere Reingungsschritte umfassen beispielsweise 
chromatographische Verfahren, wie lonenaustauschchromatographie. HPLC, Reyerse-Phase-HPLC und der- 
. gleichen. So erfolgt die Auftrennung der Mischbestandteile durch Dialyse, nach Ladung mittels Gel- Oder 

40 tragerfreier Elektrophorese, nach MolekulgroOe mittels einer geeigneten Sephadex-Sauie, durch Affinitat- 
schromatographie, z.B. mit Antikorpern, insbesondere monoklonalen Antikorpem, oder mit Thrombin gekup- 
pelt an einen geeigneten Trager zur Afflnitatschromatographie, oder durch weitere, insbesondere aus der 
Literatur bekannte Verfahren. 

Beispielsweise umfaiJt die Isolierung der exprimierten VAC-Verbindungen die folgenden Stufen. Abten- 
t 45 nung der Zellen aus der Kulturlosung mittels Zentrifugation; Hersteilung eines' Rohextraktes durch Zersto ren 
der Zellen, z.B. durch Behandlung mit einem lysierenden Enzym und/oder abwechselndem Einfrieren und 
Wiederauftauen; Abzentrifugieren der unfoslichen Bestandteiie; Ausfallen der DNA durch Zugabe von 
Polyathylenimin; FaMlung der Proteine durch Ammoniumsulfat; Affinitatschromatographie des gelosten 
Niederschlags an einer monoklonalen Anti-VAC-Antikorper-Saule; Entsalzung der so gewonnenen Losung 

so mtitels Dialyse oder Chromatographie an Sephadex G25 oder Sephadex G10. 

Weitere Reinigungsschritte schlie/ten Gelfiitratiohen an Sephadex G50 (oder G75) und Reverse-Phase- 
HPLC ein. Entsalzung wieder an Sephadex G25. 

Zum Nachweis der VAC-Aktivitat kann der Test mit Anti-VAC-Antikorpem (z.B. aus Kaninchen/Maus 
erhaitliche, oder aus Hybridomazellen erhaltliche monoklonale Antikorper) oder konnen die in der EPA 0 

ss 181 465 beschriebenen Tests herangezogen werden. 

Wie bereits erwahnt. ist der alkalische Phosphatasepromotor besonders geeignet fQr die Expression der 
erfindungsgema/ten Proteine.. 

Das Gen fur die alkalische Phosphatase (PhoA) aus Exoli unterliegt einer strengen Regulation. In 
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Gegenwart von Phosphat wird das Gen komplett abgeschaftet, bei Abwesenheit von Phosphat im Medium 
erfolgt Genexpression. H.Shuttleworth et ai., Nucleic Acids Res. 14 (1986), p.8689 sowie C.N.Chang et al., 
Gene 44 (1986), pp.1 21 -125 beschreiben die Nukleotidsequenz dieses Gens. Zur Konstruktion eines 
geeigneten Expressionsvektors wurde aus mehreren Oligonukleotiden die Promotorregion des PhoA Gens 

5 zusammengesetzt und in EcoRl-Clal geschnittenes pAT153 (Amersham) eingesetzt. Vor der ribosomalen 
Bindungsstelle wurde eine Xhol Stelle eingefuhrt Die originale EcoRI Stelle wird beim Einligieren des 
synthetischen DNA-Fragmentes zerstort Nach der ribosomalen Bindungsstelle wurde ein Trans iationsstart- 
ATG vorgesehen, dessen G das erste Nukleotid einer Sad ( = Sstl) Stelle ist Der Expressionsvektor laflt 
sich durch Schnitt mit Sad an dieser Stelle linearisieren und der 31Jberhang durch Behandlung mit DNA- 

io Polymerase I - Klenow Fragment in Gegenwart von dGTP in ein gerades Ende Oberfuhren. Dadurch kann 
jedes beliebige Gen an dieser Stelle eingefugt werden, fur korrekte Expression muS es mit der ersten Base 
der kodierenden Region beginnen. 

Das Hindlll-Sall Fragment des pAT-Anteils wurde entfemt und durch den alkalischen Phosphatase- 
Transkriptionsterminator ersetzt. Die originale Sail Stelle wurde zerstort. Dafur wurde sie vor dem Terrnina- 

75 tor zusammen mit der ebenfalls aus pAT153 deletierten BamHI Stelle wieder eingebracht. 

DieSequenz der synthetisch hergestellten DNA ist in Fig. 15 abgebildet Der resultierende Vektor wurde 
pRH284T genannt 

Zur Herstellung eines Vektors, der zur Expression von VAC-alfa geeignet ist, wurde in den pRH284T ein 
fur VAC-alfa kodierendes DNA Molekul eingefugt. Hierzu wurde beispielsweise der cDNA Klon pP6/5 mit 
20 Bglll und Pstl geschnitten und das 980 bp lange Fragment isoliert, das den Hauptteil der kodierenden und 
ca. 200 bp 3'nichttranslatierte Region enthalt. Mittels Oligonukleotiden wurde das fehlende 5'Ende der 
kodierenden REgion ersetzt. Dabei wurde durch zwei Mutationen (GGC — GGT, Gly-7 und ACT -> ACC, 
Thr-8) gieichzeitig eine Kpnl-Schnittsteile in die VAC-cDNA eingefuhrt. 

Die Oligonukleotide hatten folgendes Aussehen: 



5 1 OCACAGGTTCTCAGAOGTACCGT6ACTGACTTCCCTOGATTTQAT6AGCOQQCT 
30 CGTGTCCAAGAGTCTCCATGGCACTGACTGAAGGGACCTAAACTACTCGCCCGA 
| EBI^680|| 

35 GATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAGAGC 
CTACGTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTCTCG 

EBI- 

MEBI-682 I 
ATCCTGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCTCAGCGCCAGGAAATCTCTGCA 3 9 
TAGGACTGAGACAACTGTAGGGCTTCATTACGAGTCGCGGTCCTTTAGAG 5 f 
45 679 [ | EBI-681I 

Der so hergestellte Vektor wurde pRH291 genannt (Rg. 16). 

Zur Expression von VAC-beta wurde vorzugsweise ais Expressionsvektor das Plasmid pER103 verwen- 
50 det (E.Rastl-Dworkin et aL. Gene 21 (1983), 237-248). Der Vektor wurde mit Hindlll linearisiert. Das 
5 r uberhangende Ende wurde mit dATP und DNA-Polymerase I / Klenowfragment partieil eingefullt, und der 
verbleibende Einzelstrangrest mit S1 Nuklease verdaut. Der Vektor wurde mit BamHI nachgeschnitten und 
das grofle Fragment isoliert (Fig.17). In den so vorbereiteten Vektor wurde das fur VAC-beta kodierende 
DNA- Molekul ligiert. Hierzu wurde beispielsweise aus dem Kion pRH203 das 440 bp lange Maelll-BamHI 
55 Fragment isoliert. das die Codons 13 bis 157 enthalt. Das fehlende 5'Ende wurde durch Oligonukleotide 
erganzt: 



25 



IEBI-678 



J IEBI-677 
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EBI-307 

5 • CCATGGCTTGGTGGAAAGCTTGGATCGAACAGGAAGGT 



3' GGTACCGAACCACCTTTCGAACCTAGCTTGTCCTTCCACAGTG 5' EBI-306 

Dabei wurden fur E.coli optimale Codons verwendet (zB. R.Grantham et a!., Nucleic Acids Res. 8 
(1980), 1893-1912). Dieser Codonaustausch resultierte in einer neuen Hindlll-Steile bei Codon 5 bis 7. Nach 
dem Nachschnitt mit BamHI wurde das 5'terminale VAC-Fragment in den vorbereiteten pER103 Vektor 
Hgiert. Der entstehende Vektor wurde pRH211 benannt. Um die fiir VAC-beta kodierende Region zu 
erganzen, wurde aus dem Klon pRH201 das 1230 bp lange BamHI-Sphl Fragment isoliert. Der ca. 200 bp 
lange pBR322 Abschnitt von BamHI bis Sphl aus dem Plasmid pRH211 wurde entfemt und durch den 
entsprechenden VAC-cDNA Teil ersetzt Es resultierte der Vektor pRH212. Das EcoRI-BamHI Fragment, 
das den Trp-Promotor (S.marcescens). die ribosomaie Bindungsstelle und den synthetisch hergestellten 
Beginn des VAC-beta Gens enthalt, wurde durch Sequenzieren Gberpruft. Der Nachweis des plasmidkodier- 
ten VAC-beta erfolgte im Maxizell-system (A.Sancar et al., J. Bacterid. 137 (1979), pp. 692-693.). 

Besonders bevorzugt fiir die Expression des VAC-beta ist die Konstruktion eines Expressionsvektors 
ausgehend von pRH284T. Hierzu wurde in den Expressionsvektor in geeigneter Weise das fOr VAC-beta 
kodierende Insert Hgiert. Als Ausgangsmaterial fur dieses Insert kann beispielsweise der Vektor pRH212 
dienen: 

Der Expressionsvektor pRH284T wrude mit Sacl iinearisrert und die 3' Qberhangenden Ende mit DNA- 
Polymerase I / Klenowfragment und dGTP in gerade Enden UbergefQhrt Der Vektor wurde mit Sail nachge- 
schnitten, und das groge Fragment isoliert. Das HindlH-Sall Insert des Klons pRH212 wurde isoliert. Das 
Oligonukleotidpaar 



wurde. mit dem VAC-beta Insert und dem vorbereiteten pRH284T Hgiert. E.coli HB101 wurde mit der 
Ligaselosung transformiert Der resultierende Klon wurde pRH292 benannt (Fig.18). 

Da in den Expressionsvektoren pRH291 (VAC-alpha) und pRH292 (VAC-beta) das Tetracyclinresistenz- 
gen vom Promotor bis zur Sall-Stelle deletiert wprden ist, konnen diese Vekoren keine Tetracyclinresistenz 
vermitteln. Tetracylin-resistente Expressionsvektoren erhSIt man beispielsweise durch die Konstruktion nach 
dem Schema in Fig. 36. VAC-alpha und VAC-beta cDNA weisen jeweils in der 3' nicht translatierten Region 
eine Sphl Stelle auf. Im beta-Lactamase Gen des Vektors findet sich eine Pvul Stella. Beide Erkennungsse- 
quenzen sind singular. Daher kann durch Schnitt mit Pvul und SpHI ein Teil des beta-Lactamase-Gens, der 
phoA-Promotor und die den gesamten kodierenden Teil der VAC-alpha Oder -beta plus etwas 3' nicht 
translatierter cDNA aus den beiden Expressionsvektoren freigesetzt werden. Andererseits kann aus dem 
Plasmid pAT153 durch Schnitt mit Pvul und EcoRI der Rest des beta-Lactamase Gens, der Replikationsurs- 
prung und das gesamte Tetracyclinresistenzgen inklusive des Promotors freigesetzt werden. Werden die 
• Sphl- bzw. EcoRI Enden durch enzymatische Behandlung gerade gemacht, erhalt man hier kompatible 
Enden.- Werden nun Vektor-Fragment und das- VAC-alpha Oder VAC-beta cDNA- enthaltende Fragment 
Hgiert, entstehen Ex pressionsvekt oren, die das jcpmplette Tetracyclin entharten: pGN25 (VAC alpha), pGN26 
(VAC-beta). " 

Kompetente Wirtsorganismen, beispielsweise E.coli, besonders bevorzugt E.coli HB101 wurden mit den 
so hergestellten Expressionsvektoren transformiert und in geeigneten Medien kultiviert : 

Bn fOr die Expression von VAC-alfa und VAC-beta gut geeignetes Medium sei im folgenden mit seinen 
Komponenten angefOhrt. 
0,2-2,0g/l(Nr-U)2HPO4 
0,1 - 1,5 g/i K 2 HP04.3H 2 0 
0,1 - 5 g/l KCI 

0,1 - 10 g/l NaCI ' ' 

0-5 g/l NH4.CI 

0,1 - 5 g/l MgSO*.7H 2 0 

0,001 - 0,1 g/l CaCI 2 

1 - 50 mg/I Thiamin.HCI 

0,5 - 100 mg/l (NH4) 2 Fe(S04) 2 .6H 2 0 



5 9 GCTTGGTGGAA 3 9 



EBI-684 



CGAACCACCTTTCGA 5* 



EBI~685 
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0,1 - 5 mg/l AICI3.6H2O 

0.1 -10 mg/l C0CI2.6H2O 

0,2 • 5 mg/l KCr(SO*) 2 .12H 2 0 

0,1 - 5 mg/l CuS04.5H 2 0 
5 0,05 - 1 mg/l H 3 B0 3 

0,1 - 5 mg/l MnSO*.H 2 0 

0,1 - 5 mg/l NiS04.6H 2 0 

0,1 - 5 mg/l Na 2 MoO*.2H 2 0 

0,1 - 5 mg/l ZnSO*.7H 2 0 
70 10 - 30 g/l Caseinhydrolysat (Merck Art# 2238) 

0 - 100 g/l Caseinhydrolysat (Sigma C9386) 

0,10-1 mg/1 Cystein 

0 - 10 g/I Hefeextrakt (Dtfco) 

0 - 2 g/l Citronensaure 
15 0-50 g/l Glucose (Start) 

5 - 50 g/l Glucose (ZufUtterung wahrend der Fermentation 

Besonders geeignet ist das Medium der Zusammensetzung: 



20 

Medien: 1) Vorkultur 

10 g/l Trypton 
5 g/l Hefeextrakt 
25 4 g/l Glucose 

9 g/l Na 2 HP04-2H 2 O 
1 g/l NH*CI 
1 g/l KCI 

1 ml/I 1M MgS04.7H 2 O 
30 100 mg/l Ampicillin 
Start-pH = 7,2 



35 2) Hauptkultur 

0,68 g/l (NHOaHPO* 

0,62 g/l K2HPO4.3H2O 

2,33 g/l KC! 
40 0,5g/iNaCI 

0,53 g/l NH4.CI 

1,23 g/l MgSO*.7H 2 0 

0,011 g/l CaC1 2 

10 mg/l Thiamin.HCl 
45 3,92 mg/l (NH4) 2 Fe(S04) 2 .6H 2 0 

0.72 mg/l AICI 3 .6H 2 0 - 

0.71 mg/l C0CI2.6H2O 

1,5 mg/l KCr(S04) 2 .12H 2 O 

0,75 mg/l CuS04.5H 2 0 
so 0.19 mg/l H3BO3 

0.51 mg/l MnS04.H 2 0 

0,79 mg/l NiSO*.6H 2 0 

0.73 mg/l Na 2 Mo04.2H 2 O 

0.86 mg/l ZnS04.7H 2 0 
55 21 g/l Caseinhydrolysat (Merck Art.# 2238) 

25 g/l Caseinhydrolysat (Sigma C9386) 

100 mg/l Cystein 

2 g/l Hefeextrakt 
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I g/l Citronensaure 

II g/l Glucose. H 2 0 (Start bzw. Feed) 

Zur Fermentation wurde beispielsweise das Vorkulturmedium mit E.coli, transformiert mit dem entspre- 
chenden Expressionsvektor, angeimpft und unter RGhren und Sauerstoffzufuhr inkubiert. Ein Teil dieser 

s Vorkultur wurde dann in einen Ferrnenter mit dem Hauptkulturmediurn uberfuhrt und unter RGhren und 
Beluften kultiviert. Wahrend der Fermentationszeit wurde die Glucosekonzentration und der Sauerstoffpar- 
tialdruck beobachtet und entsprechend optimiert. Nach etwa 20 Stunden Fermentationszeit wurde der 
Ansatz abgekuhlt, das Nahrmedium von der Biomasse abgetrennt und eingefroren. 

Der Nachweis der exprimierten Proteine erfolgte beispielsweise durch Western Blot. Das Ergebnis ist in 

w Fig. 19 weitergegeben. 

" + Phosphat" ist die Kontroile ohne Expression, "-Phosphat" zeigt die Expression von VAC-alfa (Klon . 
HB101/pRH291) bzw. VAC-beta (Klon HB101/pRH292) Protein unter der Kontroile des alkalischen Phospha- 
tase Promotors. Sowohl VAC-alfa als auch VAC-beta Protein sind bereits auf dem gefarbten Gel zu 
erkennen. Die gebildete Menge an VAC-Proteinen betragt uberraschenderweise mindestens 20 

is mg/l/OD 60 onm Bakterienkultur. 

Der Western Blot zeigt deutlich die angefarbte VAC-alfa Bande. Zusatziich sind einige Proteine 
niedrigeren Molekulargewichts im Bereich bis 30 kD erkennbar, die moglicherweise durch proteolytische 
Spaltung am N-und/oder C-Terminus des VAC-alfa Proteins entstanden sind. Auffallig ist auflerdem ein 
durch das Antiserum erkanntes Protein im Bereich kleiner 20 kD, das ein durch Proteolyse entstandenes 

20 Halbmoleku! des VAC-aifa Proteins darstellen konnte. Uberraschenderweise wurde auch VAC-beta durch 
Anti-VAC-Antiserum erkannt Da diese Bande wesentlich schwacher als die VAC-alfa Bande gefMrbt ist, 
andererseits aber die VAC-beta Bande im Coomassie Blau gefarbten Gel in ihrer Intensitat dem VAC-alfa 
entspricht, ist daraus zu schlieflen, da/5 die Erkennung des VAC-beta Proteins durch das Anti-VAC- 
Antiserum wesentlich schlechter als jene des VAC-alfa Proteins erfolgt. 

25 Zur Isolierung und Reinigung der exprimierten Proteine wurde die gefrorene Biomasse in einem 
geetgneten Lyse- Puffer suspendiert. Die Zeilen wurden ansqhlieSend mechanisch, beispielsweise durch 
eine Manton-Gaulin Presse zerstort. Nach Zugabe eines Fallungsmittels fGr Nicht-Protein-Bestandteile, wie 
Polyethylenimin, wurden die festen Bestandteile beispielsweise durch Zentrifugation entfemt. Nach Ausfal- 
iung der Proteine, vorzugsweise durch Ammoniumsulfatfraktionierung, Auflosung des Prazipitates, Entfer- 

30 nung des Fallungsmittels und Klarung der Losung wurde der so erhaltene Extrakt verschiedenen 
chromatographischen Reinigungsschritten unterworfen. Anstelle der Ausfallung der Proteine laflt sich der 
rohe VAC-Extrakt auch durch eine chromatographische Vorreinigung soweit reinigen, daB er anschlieflend 
einem Reinigungszyklus unterworfen werden kann. Als geeignetes Saulenmateriai fGr die Vorreinigung hat 
sich beispielsweise Si0 2 herausgestellt, doch sind auch andere Materialien mit ahn lichen Eigenschaften 

35 geeignet. ErfindungsgemaB wurde Silica Catalyst, Carrier, Grade 953 W der Firma Grace verwendet. 

Ein fur die Reinigung der erfindungsgemaflen Proteine geeigneter chromatographischer Reinigungszyklus 
bestand beispielsweise aus einer DEAE-Fast-Flow-Sepharose-, einer Sephacryl S-200 High Resolution- und 
einer Q-Sepharose-Fast-Flow-Chromatographie. Die Reinheit der so erhaltlichen erfindungsgemaflen Pro- 
teine wurde mittels SDS-PAGE. Western Blot. Gel permeations HPLC, Reverse HPLC und isoelektrischer 

40 Fokussierung bestimmt 

Die fur samtliche Kultivierungs-, Isolierungs- und Reinigungsschritte erforderlichen einzuhaltenden 
Parameter wie Temperatur. Mengenverhaltnisse, Reihenfolge der einzelnen Schritte, pH-Werte, besondere 
Reagentien etc. sind dem Fachmann bestens bekannt. Die unten angegebenen Beispiele konnen, falls 
gewunscht, in geeigneter, dem Fachmann bekannter Weise abgewandelt werden. 

45 Von besonderer Bedeutung ist die Frage, ob ein durch gentechnische Methoden hergestelltes. VAC- 
Protein, im folgenden kurz r-VAC genannt, mit dem aus natGrlichem Material erhaltlichen VAC-Protein (s. 
EPA 0 181 465), im folgenden VAC genannt, identisch ist; identisch sowohl in seiner Struktur als auch in 
seinen biologischen Eigenschaften. 

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden folgende Methoden verwendet: 

so 1. Gelpermeations-HPLC 

2. Reverse Phase HPLC 

3. N-terminaJe Sequenzierung 

4. Tryptische Peptid Karte 

5. SDS-Gelelektrophorese 
55 6. Western Blot 

7. Isoelektrische Fokussierung 
Die Gelpermeations-HPLC weist fGr VAC ein Molekulargewicht von 34.000, fur r-VAC von 33.000 auf, 
was innerhalb der Genauigkeit der Methode als gleichwertig zu betrachten ist. Es ist zu beachten, daB die 
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verwendete Saule streng genommen nicht nach dem Molekulargewicht sondern nach der Moleku!gro/3e 
differenziert. 

Bei der Reverse Phase HPLC eluieren beide Proteine nach einer Retentionszeit von etwa 29 Minuten. 

Die N-terminale Sequenzierung des r-VAC bis zur Aminosaure 39 ergab 100%ige Ubereinstimmung mit 
der erwarteten Sequenz. N-terminales Methionin, oft bei gentechnisch hergestellten Proteinen zusatzlich 
anzutreffen, konnte uberraschenderweise nicht nachgewiesen werden. Wie zu erwarten war, liegt der N- 
Terminus des r-VAC unblockiert vor. 

Bei dem Vergleich der tryptischen Fragmentierung ergab sich ein praktisch identisches Peptidmuster. 

Auch der Vergleich der beiden Proteine mittels SDS-PAGE zeigte praktisch gleichartiges Verhalten. 
Beide beinhalten dimere Formen, die offensichtlich Qber Disulfidbrucken gebunden sind und mit Dithiothrei- 
tol reduziert werden konnen. 

Ebenso bestatigte der immunoiogische Vergleich durch Western Blot die Identitat der beiden Proteine. 

Der bei der Ermittlung des isoeiektrischen Punktes festzustellende Unterschied von +0,1 pH-Einheiten 
bei r-VAC laflt sich durch den freien N-Terminus erklaren. 

Zur Uberprufung der biologischen Aktivitat des r-VAC wurden verschiedene Koagulationstest durchge- 
fuhrt und die Ergebnisse mit denen verglichen, die mit VAC aus naturlichem Material erhalten wurden. Alle 
durchgefuhrten Tests, der modifizierte Prothrombin Zeit Test, ebenso wie der Thrombin Test, ebenso wie 
die Faktor X a -Generation in Gewebefaktor-aktiviertem Plasma belegen eindeutig, da/3 r-VAC blologische 
Aktivitat aufweist, und da/3 diese nicht zu unterscheiden ist von der des VAC aus naturlichem Material. 

Die aus der cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz fOr VAC£ zeigt eine 54% Homoiogie zu VAC-a. 
Aufgrund dieses Befundes wurden einlge biologische Aktivitaten von VAC-/S mit denen von VAC-a 
verglichen. 

1. Der Effekt von VAC-a und VAC-0 auf die Prothrombinase-Aktivitat Fig. 47 zeigt, da/3 beide 
Proteine VAC-a und VAC-0 den gieichen inhibitorischen Effekt auf die Prothrombinase-AktivitMt ausGben, 
was den bleichen Mechanismus fur die Koagulationsinhibitation vermuten IS/3t 

2. Phospholipase Inhibitationsaktivitat: wie bereits erwahnt, lassen- sich VAC-a aufgrund ihrer Primar- 
struktur und VAC-0 in die Famiiie der Amexine einordnen. (Gusow, M.J. (1987) Febsletters 203, 99-103). 
Einige andere Mitglieder dieser Famiiie, z.B. Calpactin I und II haben sich als Phospholipase Inhibitoren 
herausgestellt. Ihre Aktivitat beruht auf einer Calcium-abhSngigen Bindung an die Phospholipide wodurch 
sie den Angriff der Phospholipase auf ihr Substrat blockieren (Davidson et al. (1987) J. Biol. Chem 262 
1698-1705. . ' 

Da nun VAC-a und VAC-0 Calcium-abhangig an Phospholipide binden, wurde uberpruft. ob die beiden 
Proteine ebenso auch mogliche Antiphospholipase-Aktivitaten aufweisen. Ein Testverfahren mit 3 -H-6lsaure 
markiertem E.coli wurde hierzu verwendet 

Die Figuren 48 und 49 zeigen, da/3 sowohl VAC-a als auch VAC-£ Phospholipase A 2 Aktivitat inhibieren. 
Weiterhin sind beide Proteine unter den gewahelten Bedingungen gleich aktiv. 50% Inhibition wurde bei ca. 
65 mM VAC-a oder VAC-0 beobachtet. Verminderung der Substrat Konzentration auf die Halfte resultierte 
in einer Reduzierung der ID 50 von VAC auf die HMIfte. Dies ist ein Hinweis darauf, da/3 VAC auf der 
Substratebene agiert. Folglich findet VAC wahrscheiniich an die Phospholipidmembranen und inhibiert 
hierdurch die Phospholipase Aktivitat. 

Calpactin I bindet an Phospholipidmembranen auf dem mikromolaren Ca** Level (Drust, D.S. & 
Cremitz. C.E. (1988) Nature 331, 88-91). Daher wurde untersucht, ob VAC in der Lage ist, Phospholipase- 
Aktivitat bei geringer Calcium Konzentration zu inhibtieren. Da die pankreatische Phospholipase A 2 bei 
Ca Konzentrationen unter 50 mM inaktiv war, was das die niedrigste verwendete Konzentration. Die 
Ftguren 50 und 51 zeigen die Calcium-Abhangigkeit der VAC induzierten Inhibition der Phospholipase 
Aktivitat. Bei alien Ca * Konzentrationen zeigte sowohl VAC-a als auch VAC-jS Inhibitor-Akti vita ten. Doch - 
scheint ein funktioneller Unterschied zwischen VAC-a als auch VAC-£ Inhibitor-Akti vitaten. Doch scheint ein 
funktioneller Unterschied zwischen VAC-a und VAC-/3 zu bestehen. Bei der niedrigsten Ca** -Konzentration 
war VAC-^ signifikant aktiver als VAC-a. Dies konnte implizieren, dafl VAC-/3 weniger Ca** zur Membran- 
bindung benotigt 

VerfahrensgemMfi erhaltliche VAC-Proteine konnen in an sich bekannter Weise in andere VAC-Proteine 
(Peptide) uberfOhrt werden. 

Untersuchungen haben gezeigt, da/3 Disulfidbrucken fur die gerinnungshemmende Aktivitat von natUrli- 
chem VAC ohne Bedeufung ist. Je nach Wahl der Wirtszelle kann nicht ausgeschlossen werden. da/3 eine 
Verknupfung der Cystein-Reste im primMren Translationsprodukt unter Bildung von DisulfidbrCicken in einer 
Weise erfolgt, die sich vom naturlich ablaufenden Vorgang unterscheidet. Es ist moglich, da/3 die sich 
einstellende "falsche" Tertiarstruktur des Produktes eine Verminderung oder sogar den Verlust. evtl. aber 
auch eine Verbesserung. der wertvoilen pharmakologischen Eigenschaften, insbesondere der gerinnung- 
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shemmenden Aktivitat, zur Folge hat, was sich mit Hilfe der oben genannten VAC-Assays feststellen laflt. In 
einem solchen Fall ist es gegebenenfails zweckmaflig, die Disulfidbindungen mit einem geeigneten 
Reduktionsmittel zu spalten und das reduzierte Polypeptid zur Neuknupfung der Disulfidbindungen mit 
einem geeigneten Oxidations mitte I zu behandeln: Anhand der VAC-Aktivitat des gebildeten Produktes lafit 
5 sich feststellen, ob die gewahlten Bedingungen (Reduktions-und/oder Oxidationsmittel) zur gewUnschten 
' Steigerung der bioiogischen Aktivitat gefuhrt haben oder ob die Bedingungen in bekannter Weise modifi- 
ziert werden mtissen. 

Zur Aufspaltung von Disulfidbrucken geeignete Reduktionsmittel sind beispielsweise Thiol-Verbindun- 
gen, wie Thiophenol. 4-Nitrothiophenol, 1 ,4-Butandithioi und insbesondere 1,4-Dithiothreit. 

w Die Reduktion wird vorteilhaft in einem wa/5rig-alkalischen Medium, beispielsweise in der verdGnnten 
wassrigen Losung eines AlkalimetaNhydroxids, z.B., Natriumhydroxid, Alkalimetailcarbonats, z.B. Natrium- 
carbonats, oder einer organischen Base, insbesondere eines Triniederalkylamins, z.B. Triathylamin, bei 
Raumtemperatur durchgefCihrt. 

Oxidationsmittel, welche zur Neuknupfung von Disulfidbindungen in den reduzierten Polypeptiden 

/5 geeignet sind, sind beispielsweise Luftsauerstoff, welcher durch eine wassrige Losung des Polypeptids, der 
r. gegebenenfails eine katalytische Menge eines Obergangsmetallsalzes, z.B. Eisen-(lll)-sulfat, Eisen-(lll)- 
chlorid oder Kupfer-(ll)-sulfat, beigefugt wurde, geleitet wird; Jod t auch in Form des Kaliumjodid-Adduktes 
KJ3, welches vorzugsweise in alkoholischer, z.B. methanolischer, oder wSssrig-alkoholischer, z.B. wassrig- 
methanolischer Losung eingesetzt wird; Kaliumhexacyanoferrat-(lll) in wassriger Losung; 1 ,2-DijodMthan 

20 oder Azodicarbonsauredimethy lester oder -diathylester, welche in Wasser oder in einer Mischung beste- 
hend aus Wasser und einem mit Wasser mischbaren Alkohol, z.B. Methanol, zur Reaktion gebracht werden. 
Die Oxidation wird insbesondere bei Raumtemperatur ausgeftihrt. 

Die Abtrennung der Reagentien, insbesondere der Salze und der Oxidations- bzw. der Reduktionsmittel 
und ihrer Folgeprodukte, von der gewunschten VAC-Verbindung erfolgt nach an sich bekannten Methoden, 

25 beispielsweise durch Molekulargewichtsfiltration, z.B. an Sephadex oder Biogel. 

Ein verfahrensgemafl erhaltliches Gemisch von Verbindungen mit .VAC-Aktivitat kann in an sich 
bekannter Weise in die einzelnen Komponenten aufgetrennt werden. Geeignete Trennverfahren sind 
beispielsweise chromatographische Verfahren, z.B. Adsorptions-Chromatographie, lonenaustau- 
schchromatographie. HPLC oder Reverse-Phase HPLC, ferner muJtiplikative Verteilung oder elektrophoreti- 

30 sche Methoden, z.B. Elektrophorese an Celluloseacetat oder Gelelektrophcgrese, insbesondere 
Polyacrylamid- Gelelektrophorese ("PAGE"). 

Die erfindungsgematf herstellbaren Verbindungen konnen nicht nur in freier Form, sondem auch in 
Form ihrer SaJze, insbesondere ihrer pharmazeutisch annehmbareh Salze, vorliegen. Da sie mehrere 
Aminosaurereste mit freien Aminogruppen enthalten, konnen die erfmdungsgemaBen Verbindungen z.B. in 

35 Form von Saureadditionssalzen vorliegen. Als Saureadditionssalze kommen insbesondere physiologisch 

vertragliche Salze mit ublichen, therapeutisch anwendbaren Sauren in Betracht; ais anorganische Sauren - — ---- 
sind die Halogenwasserstoffsauren. wie die Chlorwasserstoffsaure, aber auch Schwefelsaure und Phosphor- 
bzw. Pyrophosphorsaure zu nennen; als organische Sauren sind in erster Linie Sulfonsauren. wie die 
Benzol- oder p-Toluosulfbnsaure oder Niederalkansulfonsauren, wie Methansulfonsaure, so wie Carbonsau- 

40 ren, wie Essigsauren, Milchsaure, Palmitin-und Stearinsaure, Apfelsaure, Weinsaure, Ascorbinsaure und 
Citronensaure geeignet. Da die VAC-Verbindungen auch Aminosaurereste mit freien Carboxylgruppen 
enthalten, konnen sie auch als Metallsalz, insbesondere als Alkalimetall- Oder Erdaikalimetallsaiz, z.B. 
Natrium-, Calcium- oder Magnesiumsalz, oder auch als Ammoniumsalz, abgeieitet von Ammoniak oder : : ' : 

einer physiologisch vertraglichen, organischen stickstoffhaltigen Base, vorliegen. Da sie aber zugleich freie 

45 Carboxylgruppen und freie Aminogruppen enthalten, konnen sie auch ais innere Salz vorliegen. 

Je nach Arbeitsweise erhait man die erfindungsgemafien Verbindungen in freier Form, in Form von M ? 
Saureadditionssalzen oder Salzen mit Basen. Aus den Saureadditionssalzen und den Salzen mit Basen 
konnen in an sich bekannter Weise, beispielsweise durch Einstellen des pH-Wertes auf den Isoelektrischen 
Punkt, die freien Verbindungen gewonnen werden. Von letzteren wiederum lassen sich durch Umsetzen mit 

so Sauren bzw. Basen, z.B. mit solchen, die die oben genannten Salze bilden, und Eindampfen oder 
Lyophilisieren therapeutisch annehmbare Saureadditionssalze bzw. Salze mit Basen gewinnen. 

Die Eigenschaft von Antikorpern, spezifische Antigene zu binden, findet auflerhalb des Korpers prakti- 
sche Anwendung bei der qualitativen und quantitativen Bestimmung (Immuno-Assay) und bei der Reinigung 
der Antigene (Immunoaffinftatschromatographie). Serum immunisierter Tiere enthalt normalerweise eine 

55 Vielzahl verschiedener Antikorper, die mit dem gleichen Antigen an verschiedenen Bindungsstellen mit ver- 
schiedener Affinitat reagieren, dazu aber auch Antikorper gegen andere Antigene, die die frQheren 
Erfahrungen des Individuums widerspiegeln. Die erfolgreiche Anwendung von Antikorpern . zur Bestimmung 
und Reinigung von Antigenen erfordert aber hohe Spezifitat und Reproduzierbarkeit: 
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Homogene Antikorper. die diese Anfprderung erfUIIen, sind durch die von Kohler und Milstein (17) be- 
schriebene Hybridoma-Technik zugangiich geworden. Prinzipiell besteht die Technik darin. dafl Antikdrper 
ausscheidende B-Lymphozyten. z.B. aus der Milz. immunisierter Tiere mit Tumorzellen verschmolzen 
( fusioniert") werden. Die gebildeten Hybridoma-Zellen kombinieren die Fahigkeit zur unbegrenzten Ver- 
mehrung durch Teilung mit der Fahigkeit, einen einheitlichen Typ AntikSrper zu bilden und auszuscheiden 
Durch Kultivierung in einem selektiven Medium, in dem nicht fusionierte Tumorzellen absterben, 
Hybndoma-Zellen sich aber vermehren. und durch geeignete Manipulationen kSnnen Klone, d.h. Zellpopula- 
tionen, die sich von einer einzigen Hybridoma-Zelle ableiten und genetisch identisch sind. gewonnen und 
kultiviert und die durch die Zellen produzierten monoklonalen Antikorper isoliert werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft monoklonale AntikSrper gegen VAC, Hybridomazellen. die solche 
Antikorper produzieren und Verfahren zu ihrer Hersteliung. Bevorzugt sind Hybridomazellinien und die von 
diesen ausgeschiedenen monoklonalen Antikorper, die spezifisch mit VAC reagieren. Das Verfahren zur 
Hersteliung von monoklonalen Anti-VAC-a und Anti-VAC-/J-Antikdrpern ist dadurch gekenhzeichnet. dafl 
man Mause mit VAC immunisiert. B-Lymphozyten derart immunisierter Tiere mit Myelomazellen fusioniert 
die gebildeten Hybridomazellen kloniert. dann in vitro oder durch Injektion in Mausen kultiviert und aus den 
Kulturen AntikSrper isoliert 

Die Erfindung betrifft femer Immuno-Affinitatschromatographie-Saulen und Test-Kits fur Immunoassays 
die diese AntikSrper enthalten. 

Nach dem erfiridungsgemaflen Verfahren werden Mause. z.B. Balb/c-Mause, auf an sich bekannte 
Weise immunisiert. In einer bevorzugten AusfUhrungsform wird VAC etwa wSchentlich oder auch in 
grofleren AbstSnden wahrend mehreren Wochen, beispielsweise 5 bis 12 Wochen. injiziert, bis sich eine 
genQgende Zahl AntikSrper-produzierender B-Lymphozyten gebildet hat. 

Zur Steigerung der ImmunogenitSt des eingesetzten VAC wurde es an stark immunogene Trager wie 
beispielsweise heterologes Albumin oder "keyhole limpet hemocyanin" (KLH) gekoppelt. Bevorzugt wurden 
verschiedene VAC/KLH Praparationen eingesetzt. wobei nach einem Immunisierungsschema so lange 
immunisiert wurde, bis sich genCigend Antikorper-produzierende Zellen gebildet hatten, beispielsweise bis 
zu ca. 40 Wochen. B-Lymphozyten enthaltende Organe, z. B. Milzzellen, der immunisierten Mause werden 
entnommen und mit solchen Myelomazellen fusioniert. die aufgrund einer Mutation in einem selektiven 
Kulturmedium nicht wachsen. Solche Myelomazellen sind bekannt und sind beispielsweise jene mit der 
Bezeichnung X63-Ag8. X73-Ag8.6.5.3. MPC-11. NS1-Ag4/1, MOPC-21 NS/1 oder SP 2/0. In einer bevorzug- 
ten AusfUhrungsform werden Milzzellen immunisierter Mause mit Myelomazellen der Zell-Linie X63- 
Ag8.6.5.3 fusioniert. 

Die Fusion wird nach an sich bekannten Verfahren durch Mischen der B-Lymphozyten und der 
Myelomazellen unter Zugabe eines Zellfusionsagen. wie Polyethylenglykol, Sendai-Virus, Calciumchlorid 
Oder Lysolecithin durchgefuhrt. Vorzugsweise wird in Qegenwart von Polyethylenglykol, beispielsweise mit 
einem Molekulargewicht zwischen 1000 und 4000, fusioniert. 

Nach der Fusion werden die entstandenen Hybride nach einem an sich bekannten Verfahren in einem 
selektiven Kulturmedium. das mit Hypoxarrthin, Aminopterin und Thymidin (HAT-Medium) komplementiert 
1st. kultiviert. Nicht fusionierte Myelomazellen korinen in diesem Medium nicht wachsen und sterben ebenso 
40 wie normals Lymphozyten. 

Die UberstSnde der Hybridoma-Kulturen kSnnen mit an sich bekannten Verfahren auf ihren Gehalt an 
spezifischen Antikorpem gepriift werden, beispielsweise mit Radio-lmmunoassay. EUSA oder Agglutinie- 
rung. Dabei wird Oberraschenderweise festgestellt. dafl mit dem beschriebenen Verfahren Hybridoma-Zellen 
gewonnen werden konnen. die Antikorper spezifisch gegen VAC ausscheiden. Die Hybridomazellen die 
Antikorper der gewQnschten SpezifitMt produzieren. werden aus dem aus der Fusionierung hervorgegange- 
nen Gem.sch verschiedenster Hybridomazellen durch Klohieren herausselektioniert Dazu werden nach 
einem an sich bekannten Verfahren. das "limiting dilution" genannt wird. Kulturen ausgehend von einer 
einzigen wachsenden Zelle angesetzt. 

Zur MassenprodukBon werden die Hybridoma-Zellklone, die Antikorper der gewQnschten Spezifrtat 
produzieren. entweder in an sich bekannten Medien in vitro kultiviert oder zur Vermehrung in MSuse 
injiziert. In einer bevorzugten AusfUhrungsform werden Hybridomazellen in mit Pristan vorbehandelte MSuse 
inj,z.ert, Aszites-FIOssigkeit entnommen und daraus durch Fallung mit Ammom'umsulfat-LSsung Antikorper 
isoliert. 

Die mit Hilfe dieser Hybridomazellen gewonnenen VAC spezifischen Antikorper konnen auf an sich 
bekannte Weise fur die Hersteliung von Immuno-Afftnitatschromatographie- SSulen verwendet werden In 
einer bevorzugten AusfUhrungsform der Erfindung wird ein geeignetes Tragermaterial (suspendiert in einer 
Pufferlosung) mit einer Antikorper-Losung versetzt. ungebundene Anteile werden anschlieflend ausgewa- 
schen und unbesetzte Stellen des Tragermaterials biockiert. 
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Die mit Hilfe der Hybridprnazellen gewonnenen VAC spezifischen Antikprper konnen auf an sich bekannte 
Weise fur die Hersteiiung von Test-Kits verwendet werden. Diese Test-Kits konnen. auf versqhiedenen 
Methoden beruhen, beispielsweise auf Radip-lmmunp-Assay, Latex-Agglutinierung, fppfei-fests, Kompeti- 
tive oder Sandwich- Radio-immunpassay, Enzym-lmmunoassay, Immunq-Ruoreszenz oder immunochemi- 
s schen Enzym-Tests Solche Kits konnen neben gewbhnhchen Antikdrpern verschiedener Herkunft 
Antikorper-Konjugate mit Enzymen oder Fiuoreszenztragem enthalten, dazu VAC markiert mit radtoaktiven 
Isotopen wie J 1 * 5 , oder kpnjugiert mit Enzymen, beispielsweise mit Meerrettich-Peroxidase oder alkalischer 
Phosphatase, ferner Enzymsubstrate, geeignete Puffer, Gele. Latex, Poiystyroi oder anciere FGIImaterialien 
und trager. 

w Die gemaj3 der vorliegenden Erfindung erhaltiicften bekannten Proteine (Peptide) weisen wertvoiie 
pharmakologische Eigenschaften auf und konnen prqphylaktisch oder insbesondere therapeutisch angewen- 
det werden. 

Die erfindungsgemaflen neuen VAC Verbindungen konnen daher in Analpgie zu natCirfichen VAC zur 
Therapie und Prophylaxe von Thrombosen und Thromboembolien, einschliefliich zur Prophylaxe von 

75 postoperativen Thrombosen, zur akuten Schock-fherapie (z. B. bei septischem oder pqlytraumatischem 

iV . Schock), zur Therapie von Verbrauchskpagulopathien, bei Hamodialysen, Hamoseparationen, Blutkpnserven 
und im extrakorporalen Kreislauf verwendet werden. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls pharmazeutische Zusammensetzungen, welche wenigstens eine der 
erfindungsgema/ien Verbindungen oder deren pharmazeiitisch annehmbaren SaJze, gegebenenfaiis zusam- 

20 men mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager und/oder Hilfsstoffen, enthalten. Diese Zusammenset- 
zungen konnen insbesondere bei den oben angegebenen Indikationen Verwendung finden, wenn sie z. B. 
parenteral, wie intravenos, intracutan, subcutan oder intramuskular, oder topisch verabreicht werden. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung der erfingungsgemMBen neuen Verbindungen und diese 
enthaltende pharmazeutische Zusammensetzungen fur die prophyiaktische und therapeutische Behandlung 

25 des menschlichen und tierischen Korpers, insbesondere bei den oben angegebenen Krankheitsbildern, in 
erster Linie zur Hemmung der Gerinnung des Blutes innerhalb und auflerhalb des menschlichen und tieri- 
schen Korpers. 

Die Dosierung hangt in erster Linie von der spezifischen Verabreichungsform und yom Zweck der 
Therapie bzw. Prophylaxe ab. Die Gro/te der Bnzeldosen sowie das Verabreichungsschema kann am 

30 besten anhand einer individuellen Beurteilung des jeweiligen Krankheitsfalles bestimmt werden: die dazu 
erforderlichen Methoden zur Bestimmung von relevanten Blutfaktoren sind dem Fachmann gelaufig. Im 
Normalfall liegt bei einer Injektipn die therapeutisch wirksame Menge der erfindungsgemaflen Verbindungen 
im Dosisbereich von etwa 0,005 bis etwa 0,1 mg/kg Korpergewicht. Bevorzugt wird der Bereich von etwa 
0,01 bis etwa 0.0? mig/kg Korpergewicht. Die Verabreichung erfolgt durch intravenose, intramuskulSre oder 

35 subcutane Injektjbn. Dementsprechend, enthalten pharmazeutische Praparate zur parenteralen Verabrei- 
chung in Einzeldpsis-Form in Abhangigkeit von der Applikationsart pro Dosis etwa 0,4 bis etwa 7,5 mg der 
erfindungsgemaBen Verbindung. Neben dem Wirkstoff enthalten diese pharmazeiitischert Zusammenset- 
zungen ublicherweise noch einen Puffer, z. B. einen Phosphatpuffer der den pH-Wert zwischen etwa 3,5 
und 7 halten soil, und ferner Natriumchiorid, Mannit oder Sorbit zur, Einstellung der Isotonie. Sie konnen in 

40 gefriergetrockneter oder gelpster Form vorliegen, wobei LSsungen ein antibakteriell wirkendes Konservie- 
rungsmittel. z. B. 0,2 bis 0,3 % 4-Hydroxybenzoesauremethyiester oder - ethylester, enthajten konnen. Ein 
Praparat fiir die topische Anwendung kann als wassrige Losung, Lotjpn oder Gelee, oiige Losung oder 
Suspension, oder fetthaltige oder insbesondere Emulstons-Salbe vorliegen. Bn Praparat in Form einer 
wassrigen Losung erhalt man beispielsweise dadurch, dafi man die erfindungsgemaiten Wirkstpffe oder ein 

45 therapeutisch annehmbares Salz davon in einer wassrigen Pufferlosung von pH 4 bis 6,5 I5st und gewOn- 
schtenfalis einen weiteren \/Virkstoff, z. B. ein Antiinflammatorikum, und/oder ein poly meres Haftmittel, z. B. * 
PolyvinYlpyrroiidon, und/oder ein Kpnservierungsmittel zufugt. Die Konzentration des Wirkstoffs betragt 
etwa 0,1 bis etwa 1,5 mg, vorzugsweise 0,25 bis 1,0 mg, in 10 mi einer LSsuhg bzw. 10 g sines Geles. 
Eine oiige Applikationsform fur die topische Verabreichung erhalt man beispielsweise durch, Suspendie- 

50 ren der erfindungsgemaflen Wirkstoffe oder eines therapeutisch annehmbaren Salzes davon in, einem pel, 
gegebenfalls unter Zustfz von Que)|rTi|tteln, wie Aluminiumstearat, und/qder grenzfiachena|rtiven Mitteln 
(Tensiden), deren HLB-Wert ("hydrpphilic-lipbphilic-balance") unter 10 liegt, wje Fettsaurempnoester mehr- 
wertiger Alkohoie. z. B. Glycerinmonostearat, Sorbitanmpnolau^ SprtDitehrnqnostearat odeir Sprbitanmo- 
nopleat. Eine fetthaltige Salbe erhMIt man z. B. durch Su^ipendieren der er^ndungsgem3|Sen Wirkstoffe oder 

55 deren Salze in einer streichbaren i=ettgrundlage, gegebenenfaiis unter Zusatz eines Tensids^vom HLB-Wert 
unter 1 b. Eine Emulsionssalbe erhalt man durch Verreiben einer wasserigen Losung der erfindungsgema- 
fien Wirkstoffe oder deren Salze in einer weichen, streichbaren Fettunteriage unter Zusatz eines f ensids, 
dessen HLB-Wert unter id liegt. Alle diese topischen Applikationsforrnen k5nrreh auch Konservierungsmittel 
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enthalten. Die Konzentration des Wirkstoffes betragt 0,1 bis 1,5 mg, vorzugsweise 1,25 bis 1,0 mg, in etwa 
10 g der Grundmasse. 

Neben den oben beschriebenen und ihren analogen pharmazeutischen Zusammetzungen. welche fur 
einen direkten medizinischen Einsatz am Korper des Menschen Oder eines SSugetieres bestimmt sind, 

5 betrifft die vorliegende Erfindung auch pharmazeutische Zusammensetzungen und Praparate zur medizini- 
schen Anwendung au/terhalb des iebenden Korpers des Menschen oder der S§ugetiere. Soiche Zusam- 
mensetzungen und Praparate verwendet man in erster Linie als gerinnungshemmenden Zusatz zu Blut, 
welches au/terha(b des Korpers einer Zirkulation Oder Behandlung (z.B. extrakorporaler Kreisiauf Oder 
Diaiyse in kunstlichen Nieren), Konservierung Oder Modifizierung (z.B. Hamoseparation) unterzogen wird. In 

10 ihrer Zusammensetzung sind derartige Praparate. wie Vorratsiosungen oder auch Zubereitungen in 
Einzeldoses-Form, den oben beschrieben Injektionspraparaten ahnlich; zweckmafligerweise wird aber die 
Wirkstoffmenge bzw. -konzentration auf das Volumen des zu behandelnden Blutes bezogen. Je nach dem 
spezifischen Zweck betragt die geeignete Dosis etwa 0,01 bis etwa 1 ,0 mg Wirkstoff/I Blut, wobei die obere 
Grenze ohne Gefahr noch uberschritten werden darf. 

rs Insbesondere betrifft die Erfindung die in den Belegbeispielen beschriebenen, fClr die fOr VAC-Proteine 
kodierenden DNA-Moiekule, soiche DNA-Molekule enthaitende Expressionsplasmide, mit solchen Expres- 
sionspiasmiden transformierte Mikroorgansimen, monoklonale Antikorper gegen VAC, Hybridorria-Zellen, 
die soiche Antikorper produzieren, und Test-Kits fur Immunoassays, die soiche AntikSrper enthalten, die in 
den Beispielen beschriebenen Verfahren zu ihrer Herstellung und das in den Beispielen beschriebene 

20 Verfahren zur Herstellung von Proteinen/Polypeptiden mit VAC-AktivitSt mit Hilfe der transformierten 
Mikroorganismen, sowie die in den Beispielen beschriebenen neuen VAC-Verbindungen. 

Wird in der vorliegenden Anmeldung von vascular-antikoagUlierenden Proteinen oder in der Kurzform 
VAC-Protein gesprochen, so bedeutet das wenn hicht anders angegeben, dafl hiermit Polypeptide/ Proteine 
gemeint sind, die im wesentlichen die Eigenschaften aufweisen, die den Proteinen eigen sind, die in der 

25 EPA 181 465 erstmals beschrieben wurden. Diese Eigenschaften lassen sich durch die dort angegebenen 
Test- und Charakterisierungsverfahren feststellen und Oberprufen (VAOAktivitat). 

Weiterhin fallen unter diese Definition auch die Polypeptide/Proteine, die Aggregationen wie beispiels- 
weise Dimere, Trimere Oder Tetramere darstellen, auch wenn diese in der aggregierten Form per se nicht 
Oder nur eingeschrankte biologische Aktivitaten aufweisen, unter der Voraussetzung, dafl diese in vivo oder 

30^ in vitro in zumindest eine aktive Komponente zu uberfuhren sind. 

Werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Polypeptide/ Proteine erhatten, die per se nicht Oder 
nur eingeschrankte biologische Aktivitaten aufweisen, beispielsweise Fusionsproteine oder sogenannte 
"pro-drugs", Polypeptide/Proteine, die fUr den Fachmann an in such bekannter Weise in die aktiven 
Komponenten uberfuhrbar sind, beispielsweise durch in vitro oder ]n vivo Prozessierung oder 

35 Polypeptide/Proteine, die erst in vivo ihre Aktivitat entfalten, so sollen auch diese unter die Definition 
vascular-antikoagulierende-, kurz VAC-Proteine gefa/3t sein und damit zum Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung gehoren. 

Unter "Verbindungen mit VAC- Aktivitat" werden auch soiche, von den genannten transformierten 
Wirtszellen exprimierte Polypeptide verstanden, welche eine VAC-Wirkung und eine positive Reaktion mit 

40 anti-VAC-Antik6rpern zeigen und welche die Prima rstruktur von VAC oder eine davon abgeleitete Struktur 
aufweisen. Unter VAC-Verbindungen mit einer von der Primarstruktur von VAC abgeleiteten Struktur werden 
modifizierte VAC-Verbindungen verstanden, wobei die Modifizierung in einer VerkOrzung der Primarstruktur 
des VAC, in einer Umordnung der Repeat-Struktur oder in einer Modifizierung , die zu einer Veranderung 
der Stabilitat bzw. Aktivitat fuhrt. 

45 VAC-DNA/Gen steht in der vorliegenden Erfindung fur die DNA-MolekGle, die fur die oben definierten 
VAC-Proteine kodieren. 

Die folgenden Beispiele und Zeichnungen dienen zur Illustration der Erfindung und sollen sie in keiner 
Weise einschranken. 

Urn die nachfolgenden Beispiele zu vereinfachen, werden oft wiederkehrende Methoden kurz be- 
so schrieben. 

Plasmide werden mit einem kleinen "p" bezeichnet, gefolgt von Grodbuchstaben und Ziffern. Aus- 
gangsplasmide sind kauflich oder ohne Einschrankung offentiich erhaltfich. Sie konnen auch aus solchen 
Plasmiden mittels publizierter Methoden konstruiert werden. 

"Schneiden" oder "Verdauen" von DNA bezieht sich auf die katalytische Spaltung der DNA mittels 
55 Restrikttonsendonukleason (Restriktionsenzyme) an fur diese spezifischen Stellen, Restriktionsstelien 
genannt. Restriktionsendonukleasen sind kauflich erhaltlich und werden unter den von den Herstetlern 
empfohlenen Bedingungen (Puffer, Rinderserumalbumin (BSA) als Tragerprotein, Dithiothreit (DTT) als 
Oxidatidnsschutz) eingesetzt. 
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Restriktionsendonukleasen werden mit einem Groflbuchstaben, meist gefolgt von Kleinbuchstaben und 
normalerweise einer romtschen Ziffer bezeichnet. Die Buchstaben hangeh von dem Mikrborganismus ab, 
aus dem die betreffende Restriktiohsendonuklease isoliert wurde (z.B;: Sma I: Serratia marcescens). 
Ublicherweise wird etwa mg DNA mit einer Oder mehreren Einheiten des Enzyms in etwa 20 Ul 

5 Pufferlosung geschnitten. Normalerweise wird eine Inkubationsdauer von 1 Stunde bei 37* C verwendet, 
kann aber laut den Verwendungsvorschriften des Herstellers variiert werden. Nach dem Schheiden wird 
manchmal die 5'Phosphatgruppe durch Inkubation mit aikalischer Phosphatase aus Kalbsdarm (CIP) 
entfernt. Dies dient zur Verhinderung einer ungewunschteri Reaktion der spezifisohen Stelie in einer 
nachfolgenden Ligasereaktion (z.B. Zirkularisiemng eines linearisierten Plasmids ohne Insertierung eines 

jo zweiten DNA-Fragmentes). Wenn nicht anders angegeben werden DNA-Fragmente nach dem Schneiden 
mit Restriktionsendonukleasen normalerweise nicht dephosphoryliert. Reaktiorisbedingurigen fQr die Inkuba- 
tion mit aikalischer Phospatase sind z.B. dem M13 Cloning und Sequencing Haindbuch (Cloning and 
Sequencing handbook. Fa Amersham, PI/129/83/12) zu entnehmen. 

Nach der Inkubation wird Protein durch Extraktion mit Phenol und Chloroform entfernt. und die DNA aus der 

75 watfrigen Phase durch Zusatz von Athanoi prazipitiert. 

"lsolierung M eines bestimmten DNA Fragments bedeutet die Auftrenning der geschnitteneii DNA auf 
einem z.B. 1% Agarosegel. Nach der Elektrophorese und dem Sichtbarmachen der DNA im UV-Licht durch 
Anfarben mit Athidiumbromid (EtBr) wird das gewQnschte Fragment anhand mitaufgetragener Molekularge- 
wichtsmarker lokalisiert und durch weitere Elektrophorese an DE 81 Papier (Schleicher und Schuell) 

20 gebunden. Die DNA wird durch Spulen mit Niedrigsalzpuffer (200 mM NaCI, 20 mM Tris pH = 7,5, 1 mM 
EDTA) gewaschen und anschlieBend mit einem Hochsalzpuffer (1 M NaCI. 20 mM Tris pH=7,5, 1mM 
EDTA) eluiert. Die DNA wird durch Zusatz von Athanoi prSzipitiert 

"Southern Analyse" ist jene Methode. durch die die Gegenwart eines bestimmten DNA-Fragments in einem 
DNA-Gemisch durch Hybridisierung mit einer bekannten, markierten Oligonukleotidsonde Oder einem 
25 markierten DNA Fragment nachgewiesen wird. Southern Analyse bedeutet im folgenden, so nicht anders 
spezifiziert, die Auftrennung des DNA Gemischs auf einem 1% Agarosegel, Denaturierung und Transfdrauf 
Nitrozellulosefilter (Schleicher und Schuell. BA 85) mittels der Methode von E. Southern, J. Mol. Biol. 98 
(1978), pp.503-517, und Hybridisierung wie beschrieben in R. Hauptmahn et al., Nucleic Acids Res. 13 
(1985), pp.4739-4749. 

30 "Transformation" bedeutet das Einbringen von DNA in einen Organismus, so da/3 die DNA dort 
replizierbar ist. entweder extra-chromosomal oder als chromosomale Integrante. Transformation von Exoli 
folgt der im M13 Cloning and Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook, Fa Amersham, 
PI/129/83/12) angegebenen Methode. 

"Sequenzieren" einer DNA bedeutet die Analyse der Nukleotidsequenz in einer DNA. Dazu wird die 

35 DNA mit verschiedenen Restriktiohsenzymen geschnitten, und die Fragmente in entsprechend geschnittene 
M13 mp8, mp9, mp18 Oder mp19 Doppelstrang DNA eingebracht, Oder die DNA wird mittels UltraschaJI, 
nachfolgender Reparatur der Enden und Gro flense lekti on in Sma I geschnittene, dephosphorylierte M13 
mp8 DNA (Shotgun Methode) eingebracht Nach der Transformation von Exoli JM 101 wird Einzelstrang 
DNA aus rekombinanten M13 Phagen entsprechend dem M13 Cloning and Sequencing manual (Cloning 

40 and Sequencing Handbook, Fa Amersham. PI/129/83/12) isoliert und nach der Sanger'schen Dideoxyme- 
thode (F. Sanger et aJ M Proc. Natl. Acad. Sci. 74 (1977), pp.5463-5467) sequenziert Die Auswertung der 
Sequenzen erfolgt mittels der ursprunglich von R. Staden entwickelten (R. Staden. Nucleic Acids Res. 10 
(1982), pp.4731 -4751) und von Ch. Pieler modifizierten (C. Pieler 1987. Dissertation, Uriiversitat Wien) 
Computerprogramme. - 

45 "Ligieren" bezteht "sicH auf den Prozefl"der Bildung von Phosphbdiesterbindungeri zwischen zwei Enden 
von Doppelstrang-DNA Fragmenten. Ublicherweise werden zwischen 0,01 und 0,2 ug DNA-Fragmente in 10 
ul mit etwa 5 units T4-DNA Ligase.( w Ligase") in einer geeigrieten Pufferlosung ligiert (T ; Mahiatis et al.. 
Molecular cloning, 1982. p.474). 

"Preparation" von DNA aus Transformanten bedeutet die Isolierung der Plasmid DNA aus Bakterien 

so mittels der alkalischen SDS Methode modifiziert nach Bimboim und Doly (T.Mariiatis et al.. Molecular 
cloning, 1982. pp.368-369) unter Weglassen des Lysozyms. Dabei werden die Bakterien aus 1.5 bis 50 ml 
Kultur verwendet. 

"Oiigonuklebtide" sind kurze Polydesoxyniikleotide. die chemisch synthetisieirt werden. Dazu wurde der 
Applied Biosystems Synthesizer Modell 381 A verwendet. Die Oiigonuklebtide werden entsprechend dem 
65 Modell 381 A User Manual (Applied Biosystems) aufgearbeitet und durch Poly aery lamidgelelektrophorese 
(PAGE) gereinigt. 

"Phosphorylieren" bedeutet die enzyriiatische Uebertragung des gamma-Phbsphatrestes aus ATP auf 
eine freie 5'OH-gruppe einer Nukleihsaure, meist ein Oligohuklebtid. In 10 u! Losung werden bis zu 100 
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pMol des Oligonukleotids mit 10 Einheiten T 4 -Poly-nukleotidkinase. in Gegenwart von 100 pMol ATP in 
geeigneter Pufferidsung (70 mM Tris, pH = 7,6. 10 mM MgCI 2 . 5 mM DTT) 30 Minuten bi 37'C phosphory- 
liert Die Reaktion wird meist durch 10 Minuten Erhitzen auf 100'C gestoppt. 
Einige verwendete Abkurzungen sollen kurz erklart werden: 
5 bp: Basenpaare 

BSA: Rinderserumalbumin 
DTT: Dithiothreit 

EDTA: Aethylendinitrilotetraessigsaure, 
diNatriumsaiz 
io SDS: Natriumdodecylsulfat 

Tris: Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

Denhardt: 0,02% Ficoll, 0,02% Polyvinylpyrrolidon, 0,02% BSA 
LB: 10 g/i Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCi 
1 x SSC: 150 mM Nad, 15 mM tri-Natriumcitrat, pH«7 
75 TE: 1 0 mM Tris pH = 8.0, 1 mM EDTA 

Verzeichnis der Abbildungen: 

20 0.1: Tryptische Fragments aus Placenta-VAC 

0.2: HPLC der tryptischen Peptide aus Placenta-VAC 

0.3: HPLC der tryptischen Peptide aus Nabelschnur-VAC 

0.4: Gelpermeations-HPLC von Placenta- und Nabelschnur-VAC 

0.5: Reverse-Phase-HPLC von Placenta-VAC 
25 0.6: SDS-Gelelektrophorese von Placenta-VAC 

1: Screening-Oligonukleotide EBI-386, -387 und -388 

2: Screening-Oligonukleotide EBM 18 und EBI-119 

3: Northern Blot Analyse mit VAC-alfa und VAC-beta cDNA 

4: VAC-alfa cDNA Sequenz 
30. 5: Anordnung der Peptidsequenzen in der VAC-alfa cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz 

6: Vierfach wiederhotte Subsequenz im VAC-alfa Protein 

7: Vac-beta cDNA Sequenz 

8: Vierfach wiederhoite Subsequenz im VAC-beta Protein 
9: Aminosaurezusammensetzung von VAC-alfa und VAC-beta 
35 10: Genomische Southern Blot Analyse mit VAC-alfa und VAC-beta cDNA 

1 1 : Aminosaurevergleich von VAC-alfa mit VAC-beta 
12: Nukleotidvergleich zwischen VAC-alfa und -beta cDNA 
13: Hydrophilizitatsplot von VAC-alfa und VAC-beta 
14: Vergleich von VAC-alfa. VAC-beta, Lipocortin I und Lipocortin II 
40 15: Sequenz des Promoter- und Terminator Teils in pRH284 

16: Konstruktion von pRH291 
17: Konstruktion von pRH212 
18: Konstruktion von pRH292 
19: SDS-Gelelektrophorese der exprimierten Proteine 
45 a) Coomassie Blau gefarbtes Proteingel 

b) Western Blot 
Legende: M = Molekulargewichtsmarke 

+ Phosphat = Inhibition der VAC Expression 
-Phosphat = VAC Expression (pho Promotor induziert) 
so 20: Reinigung von VAC-alfa; Coomassie Blau gefarbtes SDS-Gelektrophorese-Gel 

Banden: 

1: roher Extrakt 

2: Ammoniumsulfatpellet (gelost und dialysiert) 12: 5 ng DEAE-FF-Sepharose Fraktionen 1-11 
3: VAC-Pool nach DEAE-FF-Sepharose Chromatographie 
55 4: VAC-Pool nach Sephacryl-S 200 HR Chromatographie 

5: gereinigtes VAC nach Q-Sepharose-FF-Chromatographie 
6: gereinigtes, naturliches VAC aus Human-Placenta 

7: Molekulargewichtsmarker (Pharmacia; 94kD, 67kD. 43kD, 30kD. 20kD und 14kD) 
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.21: Sephacryl S-200 HR Chromatographie von vorgereinigtem r-VAC-a 
22: Q-Sepharose-FF-Chromatographie von vorgereinigtem r-VAC-a 
23: Gelpermeations-HPLC von naturlichem VAC 
24: Gelpermeations-HPLC von rekombi nan tern VAC-a 
25: Reverse Phase HPLC von naturlichem VAC 
26: Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC-a 
27: HPLC der tryptischen Fragmente aus naturlichem VAC 
28: HPLC der tryptischen Fragmente aus rekombinantem VAC-a 

29: SDS-Gel von einem Vergleich zwischen naturlichem und rekombinantem VAC-a in An- odei 
Abwesenheit von DTT 

30: SDS-Gel von rekombinantem VAC-a in An- Oder Abwesenheit von DTT 

31: Western Blot Analyse von naturlichem VAC und rekombinantem VAC-a 

32: Isoelektrische Fokussierung von naturlichem VAC und rekombinantem VAC-a 

33: Modifizierter Prothrombin Zeit Test mit naturlichem und rekombinantem VAC 

34: Thrombin Zeit Test mit naturlichem und rekombinantem VAC 

35: Faktor Xa Bildung im Plasma durch natUrliches und rekombinantes VAC 

36: Bindung von VAC an Phospholipid-Doppelschichten 

37: Konstruktion von pGN25 und pGN26. 

38: Reinigung von rekombinantem VAC 0; Coomassie Blau gefarbtes SDS-Gelelektrophorese-Gei. 

39: Reinigung von rekombinantem VAC 0; in process Proben. 

40: Gelpermeation - HPLC von rekombinantem VAC /9. 

41: Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC $. 

42: Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC j3. nach Inkubation. 

43: Aminosaureanalyse von rekombinantem VAC £. 

44: N-terminale Sequenzierung von rekombinantem VAC 0. 

4G: SDS-Gel von rekombinantem VAC 0 in An- oder Abwesenheit von DTT. 

46: Isoelektrische Fokussierung von rekombinantem VAC j5. 

47: Effekt von VAC-a und VAC-0 auf die Prothrombinase Aktivitat. Prothrombin Aktivierung wurde in 
Anwesenheit variierender Mengen VAC-a (o) oder VAC-/9 ( ) wie beschrieben gemessen. 

48: Effekt von VAC-a auf die Phospholipase A 2 Aktivitat. 
Phosphoiipase A 2 Aktivitat wurde wie beschrieben bestimmt. VAC-a induzierte Inhibition wurde entweder 
bei 13, 2 uM Phospholipid o (offene Kreise) oder bei 6,6 uM Phospholipid gemessen (ausgeftillte Kreise). 

49: Effekt von VAC-/S auf die Phospholipase A 2 Aktivitat. 
Die Bestimmung der % Inhibtion erfolgte . wie beschrieben. Inhibition wurde entweder bei 13,2 uM 
Phospholipid o (offene Kreise) oder bei 6,6 uM Phospholipid geimessen (ausgefOllte Kreise). 

50: Auswirkung von Ca + * auf die VAC-a induzierte.. Inhibition der Phospholipase Aktivitat. Die 
Inhibition wurde bei 6,6 uM Phospholipid und 1 mM (offener Kreis), 0,5 mM (ausgefOilter Kreis). 0,1 mM 
(offenes Quadrat) oder 0.05 mM Ca** (ausgefOlltes Quadrat) bestimmt. 

51: Auswirkung von Ca~ auf die VAC- j8 induzierte Inhibition; der Phospholipase Aktivitat. Die 
Inhibition wurde bei 6,6 uM Phospholipid und 1 mM (offener Kreis), 0,5 mM (ausgefU liter Kreis), 0,1 mM 
(offenes Quadrat) oder 0,05 mMCa" (ausgefulltes Quadrat) bestimmt. 



Das aus Nabelschnurgefafien und/oder Placenta isolierte und gereinigte Material wurde mit Hiife einer 
Reverse-Phase HPLC nachgereinigt. . .. - 

Stationare Phase: Bakerbond WP-RP 18, 4,6x250 mm, Sum Teilchen. 300 A Poren 

Mobile Phase A: 0,1% Trifluoressigsaure in Wasser, pH 2,2 

Mobile Phase B: 0.1% Trifluoressigsaure in Acetonitril 

Gradient: 20-68% B in 24 min 

Flufl: 1 ml/min 

Detektion: UV, 214 nm 

Anschlie/tend an diese Reinigungsstufe wurden beide Materiaiien, jeweils die Substanz, die das 
Molekulargewicht 32.000 aufwies, mit Trypsin verdaut. 



Beispiel O 
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Reaktionsbedingungen: 



30 iig VAC aus Placenta in 135 til 0.15 M NH4HCO3, pH 8,0 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington) 6 Stunden bei 37* C 
5 + 2% w/w Trypsin (Worthington), uber Nacht bei 37* C 

30 uq VAC aus Nabelschnur in 100 ui 1% NH4HCO3, pH 8,0 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington) 6 Stunden bei 37° C 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington), Gber Nacht bei 37* C 



Die erhaitenen Bruchstucke wurden mit Hiife von HPLC aufgetrennt und einer Sequenzierung mit einem 
Gasphasensequenator Typ 470A von Applied Biosystems, Programm 02 RPTH zugefOhrt. 



HPLC-Trennbedingunq en: 



Stationare Phase: uBondapak C18, 3.8x300 mm, 10 u Teilchen 
Mobile Phase A: 0,1% Trifluoressigsaure in Wasser, pH 
20 Mobile Phase B: 0,1% Trifluoressigsaure in Acetonitrii 
Gradient: 0-55% B in 55 min 
Fiu/3: 1 ml/min 
Detektion: 

UV. 214 nm (obere Spur) 
25 280 nm (untere Spur) 

Neben dem Tryptischen Verdau wurde das uber Reverse-Phase-HPLC gereinigte Material auch noch 
einer BrCN-Spaltung unterzogen. Auch diese Spaltpeptide wurden sequenziert und mit den Daten der 
Peptide aus dem tryptischen Verdau verglichen. 

BrCN-Spaitung: 

111 ug Qber RP-HPLC gereinigtes VAC wurden in 111 ul 70% Ameisensaure getost Diese enthielt 
bereits den 250- fachen molaren Oberschufi an BrCN (90 ug). Die Inkubation erfolgte im Dunkeln 17 
Stunden bei Raumtemperatur. 100 w.l wurden fGr die HPLC-Auftrennung verwendet. 
HPLC-Saule: uBondapak C 18 
Mobile Phase A: 0,1% Trifluoressigsaure in Wasser 
Mobile Phase B: 0,1% Trifluoressigsaure in Acetonitrii 
40 Gradient: 0 - 70% B in 70 min 
Fluff 1 ml/min 

Detektion: UV, 214 und 280 nm 

Ein Vergieich der hiermit erzielten Ergebnisse sowiajfja Analyse mittels Gelpermeations-HPLC und 
SDS-Gelelektrophorese belegt die Identitat von VAC aus Placenta und VAC aus Nabelschnur 
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Gelpermeations HPLC: 

so 

StationSre Phase: Waters M25. 7.8x600 mm, 10 urn Teilchen 

Mobile Phase: 0,5M Na 2 S04. 0.02 M Na 2 PCU, pH 7,0, 25% Propylenglykol, 0.04% Tween 20 
Flufl: 0,5 ml/min 
Detektion: UV, 214 nm 

55 
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SDS-Geielektrophorese 

SDS-Gel: 15% 
Gelstarke: 0,77 mm 

Efektrophoresebedingungen: 20 mA/Platte, 2-3 Stunden Laufzeit 

Farbung: Coomassie Blue 

Proben: 

:8 ug VAC aus Nabelschnur bzw. 
:7 ug VAC aus Placenta 



Beispiel 1 



Herstellung etner humanen plazentalen cDNA-Bibliothek 



22 Gesarnt-RNA Isolierung aus Plazenta 



GT: 5 M Guanidinium-Thiocyanat, 50 mM Tris pH = 7,4, 25 mM EDTA. Vor Gebrauch 8%(v/v) beta- 
Mercaptoathanol zusetzen. 20 ml GT werden 5 bis 10 Minuten vor Gebrauch auf Eis gekuhlt, GT soil dabei 
25 nicht prazipitieren. 

GH 6M Guanidium-Hydrochlorid. 25 mM EDTA, 10 mM beta-Mercaptoathanol, pH = 7,0. Eiskiihlen. 

ig tiefgefrorene und mechanisch pulverisierte Plazenta werden in 20 ml GT (0*C) 20 Sekunden mit 
maximaler Geschwindigkeit mlt einem Polytron (Brinkmann) gemixt. Das Volumen des Homogenats wird 

30 bestimmt, in 0,3 vol Athanol (-20 *C) gegossen, gemischt und sofort bei 12000 rpm SlDei - 10* C (Beckman 
JA 21 Zentrifuge, JS13.1 Rotor) zentrifugiert. Ein eventueller Proteinfilm sowie der Oberstand werden 
entfernt 10 ml eiskaltes GH werden dem Pellet zugesetzt und 10 Sekunden mit dem Polytron homogeni- 
siert. Die Suspension wird 5 Minuten bei -10 - C und 12000 rpm zentrifugiert. Der Oberstand wird in ein 
steriles Corexrohrchen transferiert, das Pellet verworfen. Zum Oberstand werden 0,025 vol 1 M Essigsaure 

35 und^0 f 75 vol kalter Athanol (-20 *C) zugesetzt und gut durchmischt. Nach ca.2 Stunden Inkubation bei 
-20 *C wird 10 Minuten bei 6000 rpm bei -20 *C (JA20 Rotor) zentrifugiert. Der Proteinfilm und der 
Oberstand werden sorgfaltig entfernt. 2 ml GH (0*C) werden zum Pellet zugegeben, das Pellet resuspen- 
diert, und die Suspension in ein 1 5ml Corexrohrchen transferiert. Mit weiteren 8ml GH wird das aite 
Corexrohrchen nachgespuit, die Losung mit den 2ml vereint Es ist wichtig, daJ3 das gesamte ; Pellet 

40 suspendiert ist, eventuell ist durch miides Sonikieren nachzubehandeln. 0,025 vol 1 M Essigsaure und 0,5 
vol kalter Athanol (-70* C) werden zugesetzt und ca. 2 Stunden bei -20* C inkubiert. Zentrifugation (6000 
rpm, 20 min, JA20 Rotor), Losen und Prazlpitieren werden zweimal wiederholt, wobei die totale GH-Menge 
auf 5 ml halbiert wird. Nach der letzten Zentrifugation soil kein Proteinfilm mehr uber der Losung sichtbar 
. sein, sonst ist dieser Reinigungsschritt zu wiederholen. Das Pellet wird mit 5 ml Diathylpyrocarbonat 

45 behandeltem Wasser (0*C) 2 Minuten gevortext. Die Ware Losung wird dekantiert, zu dem eventuell 
zuruckbleibenden Pelletresten wird nochmals Wasser gegeben und gevortext. bis die Losung klar ist. Durch 
Zusatz von 0,1 vol 3 M Na-Azetat (pH = 5,8), 2,5 vol Athanol and 1 Stunde Inkubation bei -70* C wird die 
RNA 10 Minuten bei 6000 rpm bei 4*C abzentrifugiert. Losen und prazipitieren wird einmal wiederholt. 
Letztendlich wird die RNA in Aethanol bei -20* C aufbewahrt. 

so 

b)poly-A*-RNA Isolierung 

0,5 mg oligo dT-Zellulose (Collaborative Research, Typ 3, Bindungskapazitat: 5 mg poly-A*-RNA/g) 
55 werden im Bindungspuffer suspendiert (200 mM NaCI, 0,2 % SDS, 10 mM Tris. pH=7,4, 1 mM EDTA). J 
ml dieser Suspension wird in eine Sauie pepackt und nacheinander mit 10 ml Wasser, 10 ml 0,1 N NaOH, 
10 ml Wasser und letztlich mit 10 ml Bindungspuffer gewaschen. Die Gesamt-RNA wird aus der alkalischen 
Losung durch Zentrifugieren (10 Min., 6000 rpm, JA20 Rotor pelletiert. Ca. 10 mg RNA werden in 4,5 ml 
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Wasser gelost. Nach Zusatz von 50 uJ 2% SDS wird die Losung 3 Min. auf 7<f C erhitzt und unmitteibar 
auf Eis gekuhlt. Nach dem Zusatz von 50 ul 1M Tris (pH = 7,4), 10 ul 0,5 IVI EDTA und 200 ul 5 M NaCI 
wird die Losung sofort auf die Saule aufgetragen. Die aus der Saule tropfende Losung wird wieder auf die 
Sauie aufgetragen. Diese Prozedur wird insgesamt dreimal wiederholt. Anschlie/tend wird die Saule mit 30 

5 ml Bindungspuffer gewaschen. Die gebundene RNA wird mit 5 ml 0,2% SDS eluiert Die Saule wird mit 10 
ml Wasser. 10 ml 0,1 N NaOH und 10 ml H 2 0 gewaschen und mit 10 ml Bindungspuffer Squilibriert. Die 
RNA Losung wird nochmals 3 Minuten auf 70 # C erhitzt rasch auf Eis abgekuhlt, 50 ul 1 M Tris pH = 7 4 
10 ul 0.5 M EDTA und 200 ul 5 M NaCI zugesetzt und auf die Saule aufgetragen. Die durchlaufende 
Losung wird insgesamt dreimal auf die oligo-dT Saule aufgetragen. Nach dem Waschen wird die RNA mit 

io 30 ml 0.32% SDS eluiert. 

Durch Zugabe von 0.1 vol 3M Na-Azetat pH = 5 t 6 und 2.5 vol Aethanol sowie Inkubation bei -20 # C (16 
Stunden) wird die RNA ausgefallt Die RNA wird abzentrifugiert (10 000 rpm. 15 Min., JA-20 Rotor) und in 
Wasser mit einer Konzentration von 1 ug/ul gelost. 

15 

c) Konstruktion der Lambda-gt10 cDNA Bibliothek 

Die Synthese der cDNA, das Methylieren der internen EcoRI-Stellen, das Anbringen von EcoRI Linkern, 
das Nachschneiden mit EcoRI. die Abtrennung der kurzen DNA-Fragmente, das Ligieren mit den Lambda- 
20 gt10 Armen und das in vitro Verpacken der ligierten DNA erfolgte mit dem cDNA Synthese System von 
Amersham (RPN 1256) sowie dem cDNA Kloniersystem Lambda-gtiO (Amersham. RPN 1257). Die 
beigefugten Arbeitsvorschriften wurden genau eingehalten. Ausgehend von etwa 3 ug wurden mRNA 
letztendlich ca. 0.5 x10 6 rekombinante Lambda-gtiO Phagen erhalten. 

25 

Bejspiel 2 



30 cDNA Isolierung 



35 



a) Durchsuchen der Lambda-gt10 Bibliothek mit Oligonukleotiden 



Zum Durchsuchen der cDNA-Bibiiothek nach fQr VAC-protein kodierender cDNA wurden entsprechend 
der Sequenzen des tryptischen Peptides P16/II zwei und des Staph A Peptides P20/I/6 ein Oligonukleotid 
synthetisiert (Rg.1). Diese Oligonukleotide stellen jeweils eine Mischung aller Varianten dar, die jede 
Kodierungsmoglichkeit der entsprechenden mRNA berucksichtigen. EBI-386 weist bei einer Kettenlange 

40 von 20 Nukleotiden 512 Variationen auf und pa/Jt zu dem Staph-A Peptid P2Q/V6. Urn die Variation bei dem 
Oligonukleotid fur das tryptische Peptid P16/II niedriger zu halten, wurden zwei Oligonukleotide (20-mere> 
synthetisiert: EBI-387: 128 Variationen, EBI-388: 64 Variationen. 

Welters wurden zu dem tryptischen VAC-Peptid P30/I passend zwei Oligonukleotide unter Verwendung 
von Desoxyinosin als Base bei "Wobble" Positionen synthetisiert (Fig*2): EBM18 und EBI-119 Diese 

45 Substation wurde von E. Ohtsuka et al.. J. Biol. Chem. 260/5 (1985), pp.26O5-2608, sowie Y. Takahashi et 
al.. Proc. Nat. Acad. Sci. (1985) pp.1931-1935, beschrieben. Inosin basehpaart gut mit Cytosin. stort jedoch 
kaum die Ausbildung der Doppelhelix. wenn andere Nukleotide als Partner angeboten werden. 

Jeweils 60 pMol jedes Oligonukleotids wurden mit 60 pMol gamma-^P-ATP (Amersham PB 218 5000 
C./mMol) in 30 ul Losung unter Verwendung von 20 Einheiten T* Polynukleotidkinase phosphoryliert Die 

so Losung enthielt 70 mM Tris pH 7,5. 10 mM MgCI 2 und 5 mM DTT. die Inkubationsdauer betrug 30 Minuten 
Durch Zugabe von 30 mM EDTA und 5 Minuten Erhitzen auf 70 *C wurde die Reaktion gestoppt Das 
markierte Oligonukleotid wurde durch Saulenchromatographie Ober Biogel P6DG (Biorad) von nicht einge- 
bauter RadioaktivitMt getrennt. Pro Oligonukleotid wurden zwischen 70 und 110x10 s cpm Phosohor-32 
eingebaut. H 

55 Je 15 pMol EBI-118 und EBI-119 wurden in 90 ul unter Einsatz von 45 pMol gamma- 32 P-ATP 
(Amersham. PB 218. >5000 Ci/mMol) mit 10 Einheiten T,-Polynukleotidkinase Phosphoryliert und an- 
schlieflend uber Biogel P6DG gereinigt. Insgesamt wurden 70x10 s cpm Phosphor-32 eingebaut 

Ungefahr 1.2x10 s pfu (Plaque forming units) rekombinante Phagen einer humanen. plazentalen cDNA 
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Bibliothek im Phagen Lambda-gt10 wurden verwendet, um E.coli C600 zu infizieren. Etwa 50.000 Phagen 
wurden pro 13,5 cm Petrischale plattiert (LB. 10 mM MgS04, 15 g/I Bacto-Agar). Nachdern die Plaques fast 
konfluent waren, wurden von jeder Platte 2 Abzuge auf Nitrozeilulosefilter hergestellt (Schleicher und 
Schueil, BA85) (T. Maniatis et al., Molecular Cloning, 1982, pp 320 321). 
5 Die Filter wurden 3x20 Minuten in TE bei 100* C behandelt und anschlie/3end uber Nacht bei 65* C gewa- 
schen: 



w Waschldsung: 

50 mM Tris pH = 8 
1 M NaCI 
1 mM EDTA 
75 0,1 % SDS 

Danach wurden die Filter 4 Stunden bei 49* C prahybridisiert: 



20 

Prahybridisierlosung: 

6 x SSC 

25 5 x Denhardt 
0,1 % SDS 

1 mM Na-Pyrophosphat 
50 mM NaH 2 PCU pH =6,5 
100 uM ATP 
30 80 ug/ml denaturierte Hering Sperm DNA 

Die Hybridisierung erfolgte in der gleichen Losung unter Einsat2 der gesamten Menge markierter 
Oligonukleotide. Die doppelten AbzQge der Platten 1 bis 6 wurden mit EBI-386. jene der Platten 7-12 mit 
EBI-387 und EBI-388 16 Stunden bei 49 *C hybridisiert. Die Abzuge der Platten 13-24 wurden 16 Stunden 
35 mit EBI-118 und EBI-119 bei 37 "C hybridisiert. Nach erfolgter Hybridisierung wurden die Filter zweimal mit 
6x SSC/0,01% SDS gespult. 2 x 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 6x SSC / 0,01% SDS und 3 x 20 
Minuten in der gieichen Losung bei 49 *C bzw. 37* C gewaschen. Nach dem Lufttrocknen wurden die Filter 
an Kodak X-Omat S Rim bei -70 * C unter Verwendung einer Verstarkerfolie exponiert. 

Larnbda-Phagen, die auf beiden Filtern Hybridisierung mit dem Oligonukleotid zeigten, wurden unter 
40 Verwendung desselben Hybridisierungsprotokolls ziir Homogenitat gereinigt. 

Aus der Hybridisierung mit EBI-386. -387 und -388 resultierten die Phagen Lambda-P1 1/3, Lambda- 
P6/5, Lambda-P6/6. Die Hybridisierung mit EBI-118 und -119 resultierte in den Phagen Lambda-Nr15, 
Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22. 

b) Isolierung der cDNA Inserts 

E.coli C 600 wurde mit 2,5 x 10 6 pfu (Plague forming units) Phagen infiziert und mit 6 ml Topagarose 
(0,7 % Agarose, 10 mM MgSCU, LB) auf 13,5 cm Agarplatten (LB, 10 mM MgSO*. 1.5% Agarose. 0.2% 

so Glukose) plattiert. Nach 5 1/2 Stunden Inkubation bei 37* C waren die Plagues konfluent. Die Platten wurden 
30 Minuten bei 4*C gekuhlt und die Agarose mit 10 ml Lambda-Diluent (10 mM Tris. pH=8, 10 mM 
MgS04, 0,1 mM EDTA) Oberschichtet. Die Phagen wurden Ober Nach bei 4*C unter ieichten SchUtteln 
eluiert. Die uberstehende Phagensuspension (ca. 8 ml) wurde in Corexrohrchen transferiert und 10 Minuten 
bei 15.000 rpm (4* C. JA 21 Zentrifuge) zentifugiert. Der Uberstand wurde in Polycarbonatrohrchen 

55 dekantiert und bei 50.000 rpm (20* C, L709 Beckman-Zentrifuge. 20 *C, 50 Ti Rotor) bis omega 2 t = 3x10 10 
(ca 23 Minuten) zentrifugiert. Die pelletierten Phagen wurden nach Entfemen des Oberstandes in .0,5 rnl 
Lambda-Diluent resuspendiert und in Eppendorf Rohrchen transferiert. Die Suspension wurde durch kurzes 
Zentrifugieren von nichtsuspendierten Teiichen befreit. der Oberstand in ein neues Rohrchen gefOllt. Nach 
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Zusatz von 10 Mg/ml RNaseA und 1 ug/ml DNase I wurde 30 Minuten bei 37* C inkubiert. Nach Zugabe 
von 25 mM EDTA. 25 mM Tris, pH=8, 0,2% SDS wurde 30 Minuten bei 70 # C inkubiert. Als nachstes 
wurde 1 vol Phenol/chloroform (1:1) zugegeben, und Proteine durch Kippen des Rohrchens extrahiert. Nach 
2 Minuten Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge wurde die waflrige Phase mit 1 vol Chloroform 

5 extrahiert (nur Kippen, nicht Vortexen). Nach der Phasentrennung durch Zentrifugation wurden dem 
Ueberstand 1/20 vol 3 M Na-Azetat und 1 ml Athanol zugesetzt. Dabei fiel die Phagen DNA fadenformig 
aus. Nach 5 Minuten Inkubation bei 0*C wurde die DNA abzentrifugiert (10 Minuten). Das Peflet wurde 
einmal mit 70 % Athanol gewaschen, getrocknet und uber Nacht in 50 ul TE gelost (4° C). 

Die DNAs wurden mit EcoRI geschnitten und die entstehenden Fragmente auf einem 1% Agarosegel 

10 getrennt. Di cDNA Inserts der Klone Lambda-P1 1/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 hatten Grd/ten von 
etwa 1300 bis 1400 bp. Die Sequenzanalyse zeigte, dafl alle drei Klone von ein und derselben mRNA 
abgeleitet waren. Das 5'Ende der mRNA fehlte jedoch in den cDNAs. Die Inserts der Phagen Lambda-Nr15. 
Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22 hatten Langen von ca. 1600, 1100 und 1000 bp. Die Sequenzanalyse lie/3 
eine annahernd vollstandige cDNA vermuten. Die cDNAs, der beiden Phagengruppen Lambda-PH/3, 

rs Lambda-P6/5 und Lamda-P6/6 sowie Lamda-Nr15, Lamda-Nr19 und Lambda-Nr22 sind von zwei ver- 
schiedenen mRNAs abgeleitet wie die nachfolgende Sequenzanalyse ergab. 

Die EcoRI Inserts der drei Klone Lambda-P11/3. Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 wurden isoliert und in 
dem EcoRI-geschnittenen Bluescribe M13* Vektor ligiert (Vector Cloning Systems, 3770 Tanst Street, San 
Diego, CA 92121, USA). Die resultierenden Klone wurden pP6/5, pP6/6 und pPH/3 genannt 

20 Die EcoRJ Inserts der drei Klone Lambda-Nr15, Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22 wurden isoliert und in 
den EcoRI-geschnittenen Bluescribe M13* Vektor ligiert. Die resultierenden Klone wurden pRH201, pRH202 
und pRH203 genannt. 



25 c)Wettere VAC cDNA Klone 

Urn weitere cDNA Klone zu erhaiten, wurde die humane, plazentaJe Lambda-gt10 Bibliothek nochmals 
durchsucht, diesmal mit dem EcoRMnsert des pP11/3 als Sonde. 

Dieses DNA-Fragment wurde durch Nicktranslation radioaktiv markiert (T.Maniatis, Molecular Cloning, 
30 1982, pp.1 09-1 12, keine DNase I verwendet). Insgesamt wurden 4x10 s Phagen auf 8 Platten durchsucht. 
Die Behandlung der Nitrozellulosefilter erfolgte wie in T.Maniatis, Molecular Cloning, 1982, pp.320-321 be- 
schrieben. Die Hybridisierungsiosung enthielt 6xSSC, 5x Denhardt's, 0,1% SDS sowie 20x10 6 cpm pP11/3 
Insert. Die Hybridisierungsdauer betrug 16 h bei 65* C. Die Rlter wurden danach 3x10 Minuten bei 
Raumtemperatur mit 6xSSC/O,01% SDS und 3x45 Minuten bei 65 *C und mit 0,2xSSC gewaschen. 
35 Insgesamt wurden 69 positiv reagierende Klone erhaiten (Lambda-VAC1 bis Lambda-VAC69). 

12 dieser Klone wurden im kleinen MaBstab wie oben beschrieben prapariert, die cDNA Inserts mit Eco 
Rt freigesetzt und auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Dabei zeigte sich, dafl das Insert des Klons 
Lambda-VAC10 den gesamten fur VAC Protein kodierenden Leserahmen enthalt 

40 

Beispiel 3 



45 Charakterisierung der cDNAs kodierend fur VAC-alfa und VAC-beta 



a)Northern Blot Experiment 

50 

Zu 2 ug poly-A* RNA wurden 5 ul Wasser, 16 ul Formamid. 6 ul Formaldehyd und 3 u! 0.1 M NaOH 
zugesetzt, die Losung 10 Minuten bei 68* C inkubiert und anschlieflend auf Eis gekuhlt. Nach Zusatz von 5 
ul Farbstoffiossung (j© 0,4% Bromphenolblau und Xylencyanol in 50% Glyzerin, 1 mM EDTA) wurde die 
RNA auf einem Formamid-Agarosegel auf getrennt (1,5% Agarose, 10 mM Na-Phosphat pH-7,6, 1 mM 
55 EDTA, 5 mM Na-Azetat, 6% Formaldehyd, Elektrophorese 100 V, 3 Stunden, Laufpuffer wie Gelpuffer, ohne 
Formaldehyd). Als Referenz wurde Gesamt-RNA aufgetragen. Diese Spur wurde nach der Elektrophorese 
abgetrennt und mit EtBr angefarbt urn die Lage der 28 und 18 S rRNA zu bestimmen. Der Rest des Gels 
wurde zweimal 10 Minuten in 10xSSC gewaschen, und die RNA mit 20xSSC auf Nitro-zellulosefilter 
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utertragen. Das Filter wurde mit 2xSSC gewaschen, getrocknet und 2 Stunden im Vakuum bei 80 °C 
gebacken. Jeweils 1 uq pP1l/3 und pRH203 wurden mit dem Multiprime DNA labelling System 
(Amersham, RPN 1601) radioaktiv markiert Das Nitro-zellulosefilter wurde 2 h bei 65* C in 6xSSC/5x 
Denhardt's/0,1% SDS prahybridisiert Jeweils eine Spur wurde mit 180x10 s cpm pP1 1/3 bzw. pRH203 

5 hybridisiert (16h 65* C). Die Filter wurden zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 6xSSC/0,01% SDS 
und zweimal 30 Minuten bei 65* C mit 0,2xSSC/0,01% SDS gewaschen, getrocknet und an Kodak X-Omat 
S Film mit Verstarkerfolie exponiert. 

Das Ergebnis ist in Rg.3 abgebildet. Die cDNA des Klons pP1 1/3 hybridisiert an eine mRNA der Gro/te 
von etwa 1700 Basen ("VAC-alpha"), die cDNA des Klons pRH 203 an eine mRNA der Grofle von etwa 

w 2200 Basen ("VAC-beta"). 

Da erstens die eingesetzte Radioaktivitatsmenge sowie die aufgetragene Menge mRNA pro Spur etwa 
gieich war und zweitens die Hybridisierung eines Genom-Blots in derselben Losung Banden gleicher 
Intensitat mit beiden cDNAs ergab (siehe unten), ist zu schlieflen, dafl die kiirzere mRNA ("VAC-alfa") in 
grofleren Mengen als die langere ("VAC-beta") mRNA in Piazenta vertreten ist. 



b)Sequenzanalyse der VAC-alfa cDNA 

Die cDNA Klone pP6/5, pP6/6 und pP11/3 wurden total, sowie die der Klone Lambda-VAC1 bis -12 

20 partiell sequenziert. Das Resultat ist in Fig.4 abgebildet. Es wurden insgesamt 1465 Basen sequenziert. Die 
cDNA weist einen langen, offenen Leserahmen auf, der fur 320 Aminosauren kodieren kann. Wird die DNA 
Sequenz in eine Aminosauresequenz ubersetzt, so konnen alle sequenzierten Peptide in dieser Sequenz 
untergebracht warden (Fig.5). Es handelt sich daher bei dieser cDNA urn jene. deren korrespondierende 
mRNA fur VAC-protein kodiert. Da die Sequenzen der zweiten isolierten cDNA (siehe unten) fCr ein 

25 ahnliches, aber von VAC verschiedenes Protein kodiert, wird hier der Name VAC-alfa eingefuhrt. 

o. Dem ersten ATG-Codon (Basen 35-37) geht im selben Leserahmen ein Stop-Codon voran. Die Basen 
30 bis 38 erfullen ziemlich gut die Kozakregel (M. Kozak. Nature 308 (1984). pp. 241-246), die die 
Konsensussequenz in der Nahe des Translationsstartcodons mit CC(A/G)CCAUGG angibt, die entspre- 
chende Sequenz hier lautet TCGCTATGG. Die 3' nichttranslatierte Region ist 471 Basen iang. 15 Basen vor 

30 Beginn des poiy-A Abschnitts befindet sich die Polyadenylierungssequenz AATAAA (N.J.Proudfoot et al M 
Nature 263 (1976), pp. 211-214). Wird eine Kettenlange von 150 bis 200 Basen fOr den Poly-A Abschnitt 
der mRNA gerechnet betragt die Gesamtlange der mRNA auf Grund der cDNA Sequenz 1600-1650 Basen. 
Da im Northern Blot Experiment ein hoherer Wert bestimmt wurde, ist die 5'nichttranslatierte Region in 
keiner cDNA komplett enthalten. 

35 Die cDNA des Klons pP6/5 weist im Gegensatz zu alien anderen cDNA Klonen an Position 100 C statt 
A auf. Dadurch wurde sich das Triplett 98-100 (22. Codon) von GAA nach GAC andern und fOr Asp ansteile 
von Glu kodieren. Diese Abweichung kann mehrere Ursachen haben: a) die Reverse Transkriptase baute 
ein falsches Nukieotid ein, b) es handelt sich urn die Transkripte zweier alleler, an dieser Steile ver- 
schiedener Gene Oder c) es gibt zwei nicht allele Gene, die sich an dieser Position unterscheiden. 

40 Der lange, offene Leserahmen kodiert ftir ein Protein mit 320 Aminosauren, von dem das Met-1 wahr- 
scheinlich abgespalten, und das folgende Alanin an der Aminogruppe, mdgiicherweise durch Acylierung, 
blockiert wird. Das errechnete Molekulargewicht betragt 35,896 D und ist hoher als der Wert nach SDS- 
PAGE. Allerdings ist der Anteil geladener Aminosauren (Asp, Glu, Lys, Arg, His) mit 30,6 % (98/320) 
uberdurchschnittlich hoch verglichen mit dem durchschnittHchen Wert von 25,1 %. Dies wQrde das 

45 veranderte Wanderungsverhaiten des Proteins bei der SDS-PAGE erklaren. Innerhalb der stark geladenen 
Aminosauren uberwiegen die sauren Aminosauren (Asp und Glu) mit 54 gegenuber den basischen (Lys und 
Arg) mit 41. Dies erklart den sauren, isolektrischen Punkt des VAC-alfa Proteins (pi = 4,4 bis 4,8) VAC-alfa 
enthalt nur ein fur Cystein codierendes Triplett (Aminosaure-Position 316); eine typische N-Glykosilierungs- 
stelle (Asn-XXX-Ser/Thr) ist nicht vorhanden. Eine Strukturanalyse der Aminosauresequenz (modifiziert nach 

so Pustell, J et aJ., Nucleic Acids Res. 10 (1982) pp 4765-4782) ergibt eine vierfache Wiederholung einer 67 
Aminosaure langen Sequenz (Fig.6), im folgenden "Repeats" genannt. Innerhalb dieser Sequenz sind 7 
Aminosauren (10,4 %) in alien vier Repeats konserviert, 15 Aminosauren (22.4 %) kommen in drei von vier 
Repeats vor, an 28 Positionen (41,8 %) enthalten jeweils zwei Repeats dieselbe Aminosaure. 

Ein Vergleich mit publizierten Literaturdaten (M.J.Geisow, FEBS Letters 203 (1986). pp. 99-103, 

55 M.J.Geisow et al.. TIBS 11 (1986). pp. 420-423) ergab Oberraschenderweise. dafl VAC-alfa damit zu einer 
grofieren Gruppe Ca** abhangiger Phospholipidbindungsproteine gehort. Es wird eine Konsenussequenz 
beschrieben 

(Lys-Gly-fob-Gly-Thr-Asp-Glu-var-var-Leu-lle-fil-lle-Lew-Ala-fob-Arg; fob = hydrophob, fil = hydro-phil, 
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n o a " Bindung betei,i9t sein k6nnte (MJ.Geisow et al.. Nature 320 (1986). pp 

636-638) Diese Sequenz findet sich in jeder der vier wiederholten 67 Aminosaure langen Subsequenzen 
der erf.ndung S gemaflen Proteine (Fig.6). Auffallig ist auch der 6 Aminosauren lange Abschnitt am Ende 
jeder Repeat, der fast auflchliefllich aus hydrophoben Aminosauren besteht ("oooooo" in Fig.6). 

c) Sequenzanalvse der VAC-beta cDNA 

A „ D J e .y A ^' beta CDNA Seduenz der K,one Nr1 5. Nr19 und Nr22 ergab 1940 bp und geht in einen poly-A 

JataaT Tf 9 ^ 16 BaSen V ° r d6m P ° ,y " A Abschnitt findet sich da * Poi y adenyliemngs P signa A 
vSlhT'^ o 9S 1 d ' eSe Xonwnuwequenz bereits an der Nukieotidposition 1704-1709 vor 

^nrnfli 6 ? qU8nZ H'^f. Po, y ade "y»^ng S signal verwendet wird, ist unbekannt Die zusatzlich 
? Ue "i an , der 3 ' Seite d9r MTMA Sequenz - Y QTOTTY (Gill A. et al.. Nature 312 (1984), pp 
r° m m-^ ? 3tiV W6it entfemt VOr < TGTGT ™". Position 1735-1742): moglich. dafl dies die 
Erklarung fur e,n Nichtakzeptieren dieser ersten Polyadenylierungssequenz darstellt 

I » i ,hV e e CD - A / nth ! t !. in8n lan9en ' 0ffenen Leserahm en, der vom Beginn der cDNA bis Position 1087' 
retcht. Er wurde em Kod.erungspotential fOr 362 Aminosauren beinhalten. Aus Analogiegriinden zu VAC-alfa 

S h VT^ aUCh 9in 34 000 ° Prat9in bei der Rein, '9 un 9 ™ VAC anfallt (siehe E.PA 
181.465) wurde das erste Methioninkodon (ATG, Position 107-109) als Translationsstart angenommen Die 
Kozakregel .st hier nicht so gut erfOllt wie bei VAC-alfa (AAGAGATGG auf Position 102-1 10) 

Das resultierende Protein (VAC-beta) ware 327 Aminosauren lang. Es besitzt '4 Cysteinreste 
(Aminosaureposition 161. 206. 250 und 293) und eine potentielle N-GiykoxyliemngssTelle (AsnTs Si 
Ammosaure P os.tion 225-227). Das errechnete Molekulargewicht betragt 9BJ& (Fig.lt Auch in VAC-beta 

^Zu^^Tf 1 ^ f' adene ReSt6: 97/237 (29 ' 6%) < WObei die sauren Aminosauren 
(Asp+Glu 49) uber die basischen (Lys+arg 42) uberwiegen; eine Erklarung fur das nach SDS-PAGE 
ermittelte niedrigere Molekulargewicht. 

hal ^ UCh VAC " beta ze }& eine inteme Wiederholung einer 67 Aminosauren langen Sequenz Fig.8). Inner- 
5 TfcSlL eq w Ue " 2 Sind 7 AminosSuren < 10 ' 4 % ) * a«en vier Repeats konservL. iTAntata. (254 
A!ninSr e A h ^ n r v ' er t Re P eats vor - f 25 Posrtionen (37.7 %) enthalten jeweils zwei Repeats dieselbe 
^ n-I * ^? °" beta 2S,9t 9Ute 0te «i"5tin,mung mit der 17 Aminosauren langen Konsenusse- 
quenz. Die Ausfuhrungen zum VAC-alfa gelten analog fOr VAC-beta. *enu 55B - 

d) Genomische Southemblot Analyse 

nN4 Di9 Ana'yse chromosomaler DNA aus humaner Plazenta nach Southern zeigt ein komplexes Bild Die 
DNA wurde m,t EcoRI. Hindi... BamH. und Pstl geschnitten. Die auf NitrozeHu.ose transferierte DNA wurde 

scTn dT ST VA0 ?f ° NA (PP11/3) 3,8 3UCh mit 6iner VAC " bete DNA (PRH203) hybrld^ert DaT w^ 
Tmldsm « h 9escl ? ab un er stringenten Bedingungen (siehe Punkt a)). d.h. mit 0,2*SSC und 65* C. 
Trotzctem ergaben s,ch be, jedem Verdau relativ viele Banden (Hg.10). Der Verg.eich der beiden Blots 

Sc h^ rSln S f 8 tWed6r durCh die Existenz jewei,s Snnlicner Gen * d em VAC-alfa bzw. 
^^rn^"' ° def 3ber 95 hand6,t SiCh Um jeWei ' S * G - d3S — ' — ,ange 

Beispiel 4 



so 



55 



Protein-Analyse 



w J«r£?Jn S 9 d8r Aminosa " r ^^"enzen von VAC-alfa mit VAC-beta wiedergegeben. Die 

Wuren " asse " slch in b °' d *" P^nen g.eioh anordnen. Die Verbindungspeptide sind 
bei VAC fir« iT 9 , rT'L USnah «-t j9ner 2WfSChen d9r 2 - ° nd 3 - Re P eat - ,n dieses Verbindungspeptid mu 
eLbt mT f T 9 T rt Werden> Um Sine ° ptimale Anpassung der beiden Sequenzen zu 
!» a M a N : term,nate Pe P tid d *r beiden Proteine ist unterschiedlich lang. 19 Aminosauren bei VaS 
alfa. 25 Am.nosauren bei VAC-beta. Dieses Peptid weist auch die geringste 9 Homologie a^ Die be^en 
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Proteine sind an 1 76 von 320 Aminosaurepositionen ident, was einem Homologiegrad von 55,0% entspricht. 

An dieser Stelle sei auch der Vergleich der Nukleotidsequenzen der VAC-alfa und -beta cDNAs 
eingefugt. Werden zwei Gene und deren Produkte miteinander verglichen, sieht man auf der DNA ( = RNA) 
Ebene eine groflere Homologie als auf der Aminosaureebene. was durch die Tatsache erklart ist, da/3 bei 
der Nukleinsaure bereits eine Veranderung in einem Basentriplett ausreicht, urn eine neue Aminosaure zu 
kodieren. 

In Fig.12 ist der Vergleich der kodierenden Regionen von VAC-alfa und VAC-beta cDNA wiedergege- 
ben. Oberraschenderweise zeigen die DNAs nur einen Homologiegrad von 54.2%, also etwas weniger als 
die beiden Proteine. 

In Fig. 13 sind die Hydrophilizitatsprofile der beiden Proteine abgebildet. Dabei wurde der Algorithmus 
von Hopp und Wood verwendet (T.P.Hopp et al., Proc.Natl.Acad.Sci. 78 (1981) pp.3824-3828). Die vier 
Repeatbereiche sind durch die Balken angedeutet die Verbindungspeptide in der darunter angegebenen 
Sequenz eingerahmt. Dabei fallt auf, da/3 das Verbindungspeptid zwischen der zweiten und dritten Repeat 
besonders hydrophi! ist. In diesem Peptid befindet sich sowohl bei VAC-alfa als auch bei VAC-beta ein 
Arginin an identer Position. Es ware daher moglich, da/3 dieses Arginin einen bevorzugten Angriffspunkt fur 
eine Protease mit trypsinartiger Spezifitat darstellt Dabei mOBte das Molekul In zwei etwa gleich grofie 
Halften zerfallen. Es ware denkbar, da/3 bereits ein solches "Halbmolekur eine biologische, beispielsweise 
eine antikoagulierende Wirkung entfalten kann. Auf der anderen Seite konnte vielleicht der Austausch 
dieses Arginins durch z.B. Histidin den VAC-proteinen eine gro/tere Stabilitat vermitteln. 

Aus Fig. 13 ist weiterhin leicht zu erkennen, daB weder VAC-alfa noch VAC-beta einen langeren, 
hydrophoben Bereich aufweisen, der entweder die Sekretion durch, oder das Einlagern der Proteine in eine 
Membran erlauben wCirden. Es ist daher anzunehmen, dafl es sich bei VAC-alfa und VAC-beta urn 
intrazellulare Proteine handelt. 

Wallner et al (Nature 320 (1986). pp.77-81) berichten die Struktur des humanen Lipocortin I, Saris et al. 
(Cell 46 (1986), pp.201-212) und Huang et al. (Cell 46 (1986), pp. 191-199) die Struktur des murinen bzw. 
humaneruCalpactin I, das auch Lipocortin II genannt wird. Diese Proteine gehoren ebenfalls zu der Klasse 
der Ca** abhangigen Phospholipidbindungsproteinen. Ihre Struktur laflt sich analog zu VAC-alfa und -beta 
anschreiben (Fig. 14). Die Homoiogien zwischen VAC-alfa und VAC-beta sind jedoch ausgepragter als jene 
zwischen VAC und Lipocortin: 

VAC-alfa - VAC-beta : 55,0% 
VAC-alfa - Lipocortin 1 : 41 t 9% 
VAC-alfa - Lipocortin II : 43,8% 
VAC-beta - Lipocortin I : 41 f 7% 
VAC-beta - Lipocortin II : 44,6% 

Anzunehmen ist daher, da£ auch die Lipocortine aufgrund ihrer analogen Struktur antikoagulierende 
Wirkung haben, und demzufolge als Ant[koagulanzien ein2usetzen sind und weiterhin, dai3 dies eine 
generalle Eigenschaft dieser Klasse von Ca** abhangiger Phospholipidbindungsproteine ist. 

Viele Mitglieder der Ca** abhangigen Phospholipidbindungsproteine binden an gereinigte sekretorische 
Vesikel oder andere Bestandteile des Cytoskeletts (siehe R.H.Kretsinger et al., Nature 320 (1986), p.573 fur 
eine Zusammenfassung). Bei der Sekretion kapseln sich die Vesikel vom Goigi-Apparat der Zelle ab, 
wandern zur Zellmembran und fusionieren mit ihr. Dabei wird der Inhalt der Vesikel von der Zelle 
freigesetzt In Analogie zur Kupplung von Erregung mit der Muskelkontraktion wurde vorgeschlagen 
(W.WiDouglas, Br.J.Pharmac. 34 (1968), : 451), da/3 auch der Stimulus urid* die Sekretion uber Ca + * 
gekoppelt ist. Dabei konnten die Ca** abhangigen Phospholipidbindungsproteine eine wichtige Rolle 
spielen. In der konservierten, 17 Aminosauren langeh Region jeder Repeat besitzt VAC-aifa 5 bis 6 
Hydroxylgnjppen-enthaltende Aminosauren (Asp, Glu, Thr, Ser), jeweils drei davon an identischer Position. 
Bei VAC-beta finden sich in jeder Repeat vier dieser Aminosauren. Obwohl keines der Proteine die in 
Calmodulin, Troponin C, S-100 und Parvalbumin beobachtet EF-Hand Struktur aufweist (R.H.Kretsinger et 
al., CRC Crit. Rev.Biochem. 8 (1980), p119), die in diesen MolekUlen fUr die Ca** Bindung verantwortlich 
ist, verteitet die Konservierung dieses Unterabschnitts in jeder Repeat zu dem Schlu/3, da/3 diese Region fur 
die Ca Bindung verantwortlich ist. 

Durch gezielte Mutationen in diesem Bereich konnte versucht werden, die biologische Aktivitat von 
VAC-Proteinen zu verandern. 



Beispiel 5 
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Expression von VAC-alfa in E.coli 



5 a) pRH284T: Expresslonsvektor mit dem alkaiischen Phosphatasepromotor und Terminator 

Das Gen fur die alkalische Phosphatase (PhoA) aus Exofi unterliegt einer strengen Regulation. In 
Gegenwart von Phosphat wird das Gen komplett abgeschaltet, bei Abwesenhert von Phosphat im Medium 
erfolgt Genexpression. H.Shuttleworth et al., Nucleic Acids Res. 14 (1986), p.8689 sowie C.N.Chang et al., 

w Gene 44 (1986), pp.1 21 -125 beschreiben die Nukleotidsequenz dieses Gens. 

Aus mehreren Oligonukleotiden wurde die Promotorregion des PhoA gens zusammengesetzt und in 
EcoRI-Clal geschnittenes pAT153 eingesetzt. Vor der ribosomalen Bindungsstelle wurde eine Xhol Stelle 
eingefuhrt Die originale EcoRI Stelle wird beim Einligieren des synthetischen DNA-Fragmentes zerstort 
Nach der ribosomalen Bindungsstelle wurde ein Translationsstart-ATG vorgesehen, dessen Q das erste 

75 Nukleotid einer Sacl ( = Sstl) Stelle ist. Der Expressionsvektor la/Jt sich durch Schnitt mit Sacl an dieser 
Stelle linearisieren und der 3t)berhang durch Behandlung mit DNA-Polymerase \ - Klenow Fragment in 
Gegenwart von dGTP in ein gerades Ende uberfuhren. Dadurch kann jedes beliebige Gen an dieser Stelle 
eingefugt werden, fur korrekte Expression mufl es mit der ersten Base der kodierenden Region beginnen. - 
Das Hindlll-Sal! Fragment des pAT-Anteils wurde entfemt und durch den alkaiischen Phosphatase- 

20 Transkriptionsterminator ersetzt. Die originale Sail Stelle wurde zerstort. Dafur wurde sie vor dem Termina- 
tor zusammen mit der ebenfalls aus pAT153 deletierten BamH! Stelle wieder eingebracht Die Sequenz der 
synthetisch hergestellten DNA ist in Fig.15 abgebildet. 



25 b^ Expressionsklon pRH291 

Der cDNA Klon pP6/5 wurde mit Bglll und Psti geschnitten und das 980 bp lange Fragment isoliert, das 
den Hauptteil der kodierenden und ca. 200 bp 3'nichttranslatierte Region enthalt. Mitteis Oligonukleotiden 
wurde das fehlende 5'Ende der kodierenden Region ersetzt. Dabei wurde durch zwei Mutationen (GGC — 
30 GGT, GIy-7 und ACT — ACC, Thr-8) gleichzeitig eine Kpnl-Schnittsteile in die VAC-cDNA eingefQhrt. 
Die Oligonukleotide hatten folgendes Aussehen: 



35 



IEBI-678 HEBI-677 
GCACAGGTTCTCAGAGGTACCGTGACTGACTTCCCTGGATTTGATGAGCGGGCT 3 9 
CGTGTCCAAGAGTCTCCATGGCACTGACTGAAGGGACCTAAACTACTCGCCCGA 



40 



EBI-680! I 



45 



GATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAGAGC 
CTACGTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTCTCG 

EBI- 



| lEBI-682 



50 



ATCCTGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCTCAGCGCCAGGAAATCTCTGCA 3 • 
TAGGACTGAGACAACTGTAGGGCTTCATTACGAGTCGCGGTCCTTTAGAG 5 f 

679 | | EBI-68L | 



55 



Die Oligonukleotide EBI-680, -677, -678 und -682 wurden an 5'Ende phosphoryliert. EBI-678 und -680, 
EBI-677 und-679 sowie EBI-682 und -681 wurden paarweise auf 100* C erhitzt und langsam langsam 
abgekuhlt (i© 100 pMol in 20 al). Die Doppelstrang-OIigonukleotide wurden vereint und ligiert. pRH 284T 
wurde mit Sacl linearisiert das 3'uberhangende Ende durch Behandlung mit DNA-Polymerase I / Klenow 
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Fragment in Gegenwart von dGTP zu einem geraden Ende reduziert, und mit BamHI nachgeschnitten.Ca. 
30 ng Vektor, 200 ng cDNA uhd 250 nMol Oligonukleotide wurden in 15 ul Losuhg ligiert. Korhpetente 
E.coli HB101 wurden mit der Ligaselosung transfbrmiert Der resiiltierende Klon wuirde fc>RH291 benannt 
(Fig.16). 



Beispiel 6 



10 

Vac-beta Expression in E.coli 



75 a) Expressionsklon pRH212 

Als Expressionsvektor wurde das Plasmid pER103 verwendet (E.Rastl-Dworkih et aL, Gene 21 (1983), 
237-248). Der Vektor wurde mit Hindlll linearisiert. Das 5'uberhangende Ende wurde mit dATP und DNA- 
Poiymerase I / Klenowfragment partiei! eingefpllt, und der verbleibende Einzelstrangrest mit SI Nuklease 
20 verdaut. Der Vektor wurde mit BamHI nachgeschnitten und das grofle Fragment isoliert (Fig. 17). Aus dem 
Klon pRH203 wurde das 440 bp lange Maelll-BamHl Fragment isoliert, das die Codons 13 bis 157 enthalt 
Das fehlende 5'Ende wurde durch Oligonukleotide erganzt 

25 EBI-307 

5 • CCAfGGCTTGGTGGAAAGCTTGGATCGAACAGGAAGGT 3 ' 

3' GGTACCGAACCACCTTTCGAACCTAGCTTGTCCTTCCACAGTG 5* 

EBI-306 

30 

Dabei wurden fur E.coli optimaie Codons verwendet (zB. R.Grantham et aL, Nucleic Acids Res. 8 
(1980), 1893-1912). Dieser Codonaustausch resultiert in einer neuen Hindlll-Stelie bei Codon 5 bis 7. Das 
Oligonukleotide EBI-306 wurde phosphoryliert, mit EBI-307 hybridisiert und mit dem VAC-beta Fragment 

35 ligiert. Nach dem Nachschnitt mit BamHI wurde das 5'terminale VAOFragment in den vorbereiteten 
pER103 Vektor ligiert. Der entstehende Klon wurde pRH211 benannt. Um die fCir VAC-beta kodierende 
Region zu erganzen, wurde aus dem Klon pRH201 das 1230 bp lange BamHI-Sphl Fragment isoliert. Der 
ca. 200 bp lange pBR322 Abschnitt von BamHI bis Sphl aus dem Plasmid pRH211 wurde entfernt und 
durch den entsprechenden VAC-cDNA Teil ersetzt. Es resultierte der Klon pRH212. Das EcoRI-BamHI 

40 Fragment, das den Trp-Promotor (S.marcescens), die ribosomale Bindungssteile und den synthetisch 
hergestellten Beginn des VAC-beta Gens enthSIt, wurde durch Sequenzieren OberprCft. 



b) Expression von VAC-beta (pRH212) 

45 " : 

Der Nachweis des plasrnidkodierten VAC-beta erfolgte im Maxizell-system (ASahcar et at., J. Bacteriol. 
137 (1979), pp.692-693.). Ecoii CSR603 (F", thr-1, leuB6, proA2, phr-1, recAl, argE3, thi-1, uvrA6, ara-14, 
lacY1, galK2, xyl-5, mtl-1, gyrA98 (na!A98), rpsL31, tsx-33, Lambda", supE44) wurde mit pRH212 transfor- 
miert und bis zu einer ODeoo bei 37 *C gezGchtet. 20 ml Kuitur wurden in einer offenen Petrischale mit 

50 einer UV-Germicidlampe (15W) aus 50 cm Entfernung 5 Sekunden lang bestrahlt und anschlieflend 1 
Stunde weiter inkubiert. Der Kuitur wurden 100ug D-Cycloserin zugesetzt. Nach 16 Stunden wurden die 
Bakterien abzentrifugiert, zweimal mit Hershey-SaJzlosung gewaschen (5,4g/l NaCI, 3,0 g/I KCI, 1,1 g/l 
NH4CI, 15 mg/l CaCI 2 x2H 2 0. 0,2 g/l MgCI 2 x6H 2 0, 0,2 mg/l FeCI 3 x6K 2 0, 87 mg/l KH2PO4, 12,1 g/l Tris pH 
= 7,4), in 5 ml Hersheymedium resuspendiert (pro 100 ml Hersheysalze: 2,0 ml 20% Glukose, 0,5 ml 2% 

55 Threonin, 1,0 ml 1% Leucin, 1,0 ml 2% Prolin, 1,0 ml 2% Arginin, 0,1 ml 0,1% tniamin-Hdl) und mit 20 
ug/ml Indolacrylsaure 2 Stunden inkubiert. Nach Zusatz von 5 uCi/ml 35 S-Methi6nih urid weiterer Inkubation 
bei 37 "C (1 Stunde) wurden die plasrnidkodierten Proteine radioaktiv markeirt. Die Bakterieh wurden 
abzentrifugiert und in 200 ul SDS-Probenpuffer aufgenommen (LSmmli-Gel System, z.B. L.C3.bayies et aL, 

35 
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Methods in Molecular Biology (1986) pp.306-310). Die markierten Produkte wurden auf einem 15% 
Acrylamidgel aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet und an Kodak X-Omat S Film exponiert. Als Referenz 
wurde gereinigtes VAC-alfa Protein mitlaufen gelassen und durch Anfarben sichtbar gemacht VAC-alfa lauft 
etwas schneller als das pRH212 kodierte VAC-beta, wie es auch dem Molekulargewicht nach zu erwarten 
s war. Die Expression von VAC-beta ist au/terdem durch Zugabe des Induktors Indolacrylsaure stimulierbar 
(Fig. 18). 



c) Expressionsklon pRH292 



Der Expressionsvektor pRH284T wurde mit Sacl linearisiert und die 3'Gberhangenden Ende mit DNA- 
Polymerase I / Klenowfragment und dGTP in gerade Enden ubergefuhrt. Der Vektor wurde mit Sail nachge- 
schnitten, und das gro/te Fragment isoiiertDas Hindlll-Sall Insert des Klons pRH 212 wurde isoliert. 0 t 2 
pMol des Oligonukleotidpaares 



5' GCTTGGTGGAA 3' EBI-684 

3' CGAACCACCTTTCGA 5' EBI-685 

wurde mit 0,2 pMol VAC-beta Insert und 0,015 pMol vorbereiteten pRH284T ligiert. E.coli HB101 wurde mit 
20 der LigaselSsung transformiert. Der resultierende Klon wurde pRH292 benannt (Fig.18). 



Nachweis der Expression von Vac-alfa und Vac-beta in E.coli 



a) Anzucht der Klone HB101/pRH291 und HB10lpRH292 



35 

Medien: 1 ) Vorkultur 

10 g/l Trypton 
5 g/l Hefeextrakt 
40 4 g/l Glucose 

9 g/l Na 2 HP04^H 2 0 
1 g/l NHtCI 
1 g/l KCI 

1 ml/l 1M MgS0+.7H 2 O 
45 100 mg/l Ampicillin 

Start-pH = 7.2 



2) Hauptkultur 

0,68 g/l (Nm) 2 HPO* 
55 0,62 g/l K 2 HPCU.3H 2 0 
2,33 g/i KCI 
0,5 g/l NaCI 
0,53 g/l NI-UCI 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



1,23 g/l MgSO*.7H 2 0 
0.01 1 g/l CaCl 2 

10 mg/l Thiamin.HCI 

3.92 mg/l (NH*) 2 Fe(S04) 2 .6H 2 0 

0,72 mg/l AICI 3 .6H 2 0 

0,71 mg/l CoCl 2 .6H 2 0 

1,5 mg/l KCr(SCM 2 .12H 2 0 

0,75 mg/l CuS04.5H 2 0 

0,19 mg/l H3BO3 

0,51 mg/l MnSO*.H 2 0 

0,79 mg/l NiS04.6H 2 0 

0,73 mg/l Na 2 MoO + .2H 2 0 

0,86 mg/l ZnSC>4.7H 2 0 . 

21 g/l Caseinhydrolysat (Merck Art.# 2238) 

25 g/l Caseinhydrolysat (Sigma C9386) 

100 mg/l Cystein ^ . 

2 g/l Hefeextrakt 
1 g/l Citronensaure 

11 g/l Glucose.H 2 0 (Start bzw. Feed) 

700 ml Vorkulturmedium wurden mit dem Expressionsklon angeimpft und bei 37* C unter RGhren (1000 
rpm ( = Umdrehungen pro Minute), Magnetstab) und Sauerstoffzufuhr (5 vvm ( = vol/vol/min), Beltiftungsfritte) 

12 bis 15 Stunden inkubiert. 600 ml dieser Vorkultur wurden in einen Fermenter mit 12 I Hauptkulturmedium 
uberfuhrt. Die Hauptkultur wurde unter folgenden Bedingungen fermentiert: 

Ruhrsystem: BlattrQhrer bei 1000 rpm 
Beluftung: 1 .0 vvm 
Temperatur: 28 *C 

pH: 6,5 (25% NH 3 zur Korrektur) 

Wahrend der Fermentation wurde die Glucosekonzentration gemessen. Bei Absinken auf 5 g/l wurde 10 
g/l Glucose nachgefuttert. Alle weiteren Nachfutterungen zu je 10 g/I erfolgten bei einem Absinken der 
Glucosekonzentration im Fermenter auf 10 g/l. Fiel der Sauerstoffpartialdruck auf etwa 0,05 atm ab, wurde 
der Druck im Fermenter auf 0,3 bar erhoht. Nach 20 Stunden wurde auf 15* C abgekuhlt, die Biomasse 
uber eine CEPA-Zentrifuge vom Nahrmedium abgetrennt und bei -70* C eingefroren. 



b) Nachweis des rekombination Vac-alfa bzw. Vac-beta Proteins 



Losungen: 



Probenpuffer: 

125 mM Tris pH = 6,8 
4 % SDS 

10 % Mercaptoathanol 

10 % Glyzerin 

0,02 % Bromphenolblau 



Acrylamidgel: 
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Sammelgel: 



3 % Acrylamid 
0,1 % Bisacrylamid 
s 125 mM Tris pH = 6,8 
0,1 % SDS 



io Trenngel: 

13,5 % Acrylamid 
0,45 % Bisacrylamid 
375 mM Tris pH=8.8 
75 0,1 % SDS 



Laufpuffer: 

20 

14,4 g/l Glycin 
3,025 g/l Tris 
5 ml 20% SDS 

25 

Proteingel-FarbelSsung: 

0,1% Coomassieblau 
30 50 % Methanol 
. 10 % Essigsaure 



35 EntfSrbeldsung: 

5% Methanol 
15% Essigsaure 

40 

Glycerinlosung: 

7% Essigsaure 
45 2% Glyzerrn 



Transferpuffer: 

so 



10x Transferpuffer: 

55 24,2 g/l Tris 
112,6 g/l Glycin 
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1 x Transferpuffer: 

100 ml/i 10x Transferpuffer 
200 ml/I Methanol 
1 ml/I Empigen 



Blocklosung: 
1% Tween 20 

1% BSA (Rinderserumalbumin) 

10% fotales Kalberserum (GIBCO) in PBS 



PBS: 

8 g/I NaCI 
0,2 g/I KCI 
1.15 g/I Na 2 PO* 
0,2 g/I KH 2 PO* 
0,1 g/I MgCI 2 
0,7 g/I CaCl 2 



alkalische-Phosphatase-Puffer: 

100 mM Tris pH = 9,5 
100 mM NaCI 
5 mM MgCI 

Am Ende der Fermentation wurde die optische Dichte der BrUhe bestimmt und ein Aliquot entnommen. 
Die Bakterien wurden in einer Eppendorfzentrifuge pelletiert, mit einer Konzentration von 20 OD 6 oonm (opti- 
sche Dichte bei 600 nm) in Probenpuffer resupendiert und funf Minuten bei 100* C denaturiert. Unlosliche 
Anteile wurden durch Zentrifugieren in der Eppendorfzentrifuge pelletiert. 5 ul Aliquots wurden auf das 
Acrylamidgel geladen. Als Referenz dienten Expressionsklone. die standig bei hoher Phosphatkonzentration 
gezuchtet worden waren (0,08 mM Phosphat). Unter diesen Bedingungen wurde der alkalische Phosphata- 
sepromotor nicht aktiviert. 

Die Proteine wurden bei 6,5 V/cm (Sammeigel) bzw. bei 13 V/cm (Trenngel) entsprechend dem 
MolekuJargewicht aufgetrennt, bis der Bromphenolblaufarbstoff das Ende des Gels erreicht hatte. Eine 
Haifte des Gels wurde mit Coomassiebiau gefarbt. Dazu wurde das Gel 30 Minuten in der Farbelosung 
bewegt und anschHe/tend eine Stunde in der Entfarbelosung behandelt. Zur besseren Entfernung des Qber- 
schussigen Farbstoff wurde ein mit Aktivkohle gefOllter Dialysenschlauch in die Entfarbelosung getauch. 
Das Gel wurde abschlie/tend 30 Minuten in der Glyzerinlosung behandelt und mittels eines Geltrockners 
getrocknet. 

Die Proteine der zwelten Gelhalfte wurden auf ein Nitrozellulosefilter ubertragen. Dazu wurde der 
Sandwich Whatman 3MM Papier-Gel-Nitrozellulose (Schleicher-Schuell, BA85)-Whatman 3MM Papier in 
einer Biorad-Transferapparatur in 1x Transferpuffer zwei Stunden einer Spannung von 150 V (Stromstarke 
1000 mA) unter Kuhlung ausgesetzt. Das Nitrozellulosefilter wurde Qber Nacht bei Raumtemperatur in 50 ml 
Blocklosung behandelt Das Filter wurde drei Stunden in 5 ml Blocklosung / 1:1000 verdOnntes Rabbit-Anti- 
Vac-Antiserum inkubiert und anschlieflend 30 Minuten in Flieflwasser,sowie dreimal 15 Minuten in PBS / 1% 
Tween 20 (Merck-Schuchardt # 822184) gewaschen. Das Rlter wurde in 20 ml Blocklosung mit einer 
1:2000 Verdunnung des Anti-Rabbit IgG (Fc) alkaline phosphatase conjugate (Promega-ProtoBlot Immu- 
noscreening System) drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde wie oben in Flieflwasser und 
PBS / 1% Tween 20 gewaschen. Der Nachweis des gebundenen Antikorper-alkaiische Phosphatase- 
Konjugates erfolgte durch eine Farbreaktion (Promega-ProtoBlot Immunoscreening System). 66 ul NBT (50 
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mg/ml Nitro-blue-tetrazolium in 70% Dimethylformamid) und 33 ul BCIP (50 mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3- 
indoly-phosphat in Dimethylformamid) warden in 10 ml alkalische-Phosphatase-Puffer geldst. Das Nitrozel- 
lulosefilter wurde bis zur Farbentwicklung in dieser Losung inkubiert und anschlie/Jend 30 Minuten mit 
Flieflwassergewaschen. Das Filter wurde getrocknet und in Plastikfolie eingeschwei/Jt. 

In Figur 19 ist das Resultat wiedergegeben. " + Phosphat" ist die Kontrolle ohne Expression "- 
Phosphat" zeigt die Expression von Vac-alfa (Klon HB101/pRH291) bzw. Vac-beta (Klon HB101/pRH292) 
Protein unter der Kontroile des alkalischen Phosphatase Promoters. Sowohl Vac-alfa aJs auch Vac-beta 
Protein sind bereits auf dem gefarbten Gel zu erkennen. Die gebildete Menge an Vac-Proteinen betragt 
uberraschenderweise mindestens 20 mg/l/OD600nm Bakterienkultur. 

per Westernblot zeigt deutlich die angefarbte Vac-alfa Bande. Zusatzlich sind einige Proteine niedrige- 
ren Molekulargewichts im Bereich bis 30 kD erkennbar, die moglicherweise durch proteolytische Spaltung 
am N-und/oder C-Terminus des Vac-alfa Proteins entstanden sind. AuffMllig ist auflerdem ein durch das 
Antiserum erkanntes Protein im Bereich kleiner 20 kD. das everrtuell ein durch Proteolyse entstandenes 
Halbmolekul des Vac-alfa Proteins darstellen kSnnte. Oberraschenderweise wurde auch Vac-beta durch das 
Anto-Vac-Antiserum erkannt. Da diese Bande wesentlich schwacher als die Vac-alfa Bande gefarbt ist 
andererseits aber die Vac-beta 3ande im Coomassie Blau gefarbten Gel in ihrer Intensitat dem Vac-alfa 
entspncht ist daraus zu schlieflen. daff die Erkennung des Vac-beta Proteins durch das Anti-Vac-Antiserum 
wesentlich schlechter als jene des Vac-alfa Proteins erfolgt. 

Beispiel 8 



25 Reinigung von rekombinationem VAC-alpha 

Ausgangsmateriai: E.coli HB101/pRH 291. 
Die Zellen waren zentrifugiert und bei -70 *C eingefroren worden. 



3a: 



35 



40 



45 



SO 



a) Zell Homogenisierung und Extraktion 



103,5g gefrorener Zellkuchen wurde in 500 ml eiskaltem Lyse-Puffer (100 mM TRIS/HCI. 50 mM EDTA 
und 200 mM NaCI. pH 7.5) suspendiert und mit einem Ultra-Turrax (5 kurze Impulse) zur Zerstorung von 
Klumpen behandelt Die Suspension wurde danach 3-mal durch eine Manton-Gaulin Presse bei 6.000 psi 
gefOhrt. Zuletzt wurde die Presse mit 300 ml Lyse-Puffer gespOlt. Zur homogenisierten Suspension wurde 
langsam eine 5%ige Losung PEI (Polyethylenimin, Molekulargewicht 30.000-40.000), das mit 5 N HCI auf 
pH8 emgestellt worden war. bis zu einer Endkonzentration von 0.5% PEI, hinzugefugt. Nach 30-minUtigem 
Ruhren in einem Bsbad wurde die LSsung bei 9.000 g, 60 min. und 4*C unter Verwendung einer 
Beckmann J2-21 Zentrifuge gekiSrt (roher Extrakt). 9 



b) AmmoniumsuJfat Fraktinierung: 



, 17 / 9 68 Ammoniumsulfat wurde langsam zum geruhrten rohen Extrakt bis zu einer Sattigung von 30% 
(176 g/l) gegeben. Der N,ederschlag wurde nach einer Nacht im Kuhlraum entfernt. Der Ware Oberstand 
wurde langsam bis zu einer Sattigung von 65% mit festem Ammoniumsulfat versetet (235 g/l Oberstand) 
und zwe. Stunden gerOhrt. Das Prazipitat wurde dann durch Zentrifugation bei 10.000 g 30 min bei 4*C 
gesammelt. Es wurde in 500 ml 20 mM TRIS/HCI + 50 nM NaCI, pH 7.4 gelost und gegen denselben 
Puffer so lange dialysiert. bis alles Ammoniumsulfat entfernt worden war (bestimmt durch das Ausbleiben 
einer BaSCU-Bildung nach Zugabe von BaCI 2 zum Dialysat). 



55 



c) Chromatographic an DEAE-SEPHAROSE FAST FLOW 

Das Dialysat wurde durch Zentrifugation geklart und auf eine 160 ml DEAE-FF-Sepharose-Kolonne 
(Pharmaaa). d,e mit 20 mM TRIS/HCI + 50 mM NaCI pH 7.4 equi.ibriert worden war. aufgetragen lobald 
der OD e eo„ m des Eluates den Puffer-Level erreichte. wurde ein Gradient von 50 - 500 mM NaCI in 20 mM 

40 
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TRIS/HCI pH 7,4 gefahren (insgesamt 10 Kolonnen-Volumina des linearen Gradienten). 

Das Eluat wurde bei OD 2 aonm kontrolliert und durch SDS-PAGE und Western Blot, unter Verwendung 
eines Kaninchen-Antiserums gegen Piacenta-VAC hergestellt, wie fur das Rinder-VAC in der EPA 0 181 465 
beschrieben, und eines Schweine Anti-Kaninchen IgG gekuppelt an alkalischer Phosphatase, analysiert. 
5 VAC-enthaltende Fraktionen wurden gesammelt, wobei einige Fraktionen am Ende des Hauptpeaks verwor- 
fen wurden. Der VAC-Pool wurde unter Verwendung einer AMICON Ultrafiltrations2eHe und eines PM 10- 
Typ Ultrafilters konzentriert. 

io d) Chromatographie an Sephacryl S-200 "High Resolution" 

Eine Pharmacia K 26/100 Kolone (500 ml) wurde mit Sephacryl S-200 HR (Pharmacia) beladen und mit 
20 mM Bis-TRIS/HCI + 100 mM NaCI pH 6,3 bei einer Durchfluflrate von 15-20 ml/Stunde equilibriert 6-15 
mi Aliquots des konzentrierten DEAE-FF-Sepharose-Poois (total 87,4 ml) und anschlie/tend der Bis-TRIS- 
15 Puffer (s.o.) wurden auf die Saule aufgetragen. Das Eluat wurde bei OD 280 nm Gberwacht Der VAC 
reprasentierende Peak war der letzte auffallige Peak des UV-Profils wie durch SDS-PAGE und Western 
Blots von Aliquots gezeigt werden konnte. Er wurde gesammelt. die Pools aller Versuche vereinigt 
(insgesamt 7) und gegen 20 mM Bis-TRIS/HCI pH 6,3 dialysiert. 
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e) Chromatographie an einer Q-SEPHAROSE-FAST-FLOW 



Eine 40 ml Kolonne (K 16/20) einer Q-Sepharose-Fast-Flow (Pharmacia) wurde an das FPLC-System 
(Pharmacia) angeschlossen und mit 20 mM Bis-TRIS/HCI pH 6,3 equilibriert. Der dialysierte VAC-Pool 
25 wurde auf die Saule aufgetragen und so lange mit 20 mM BIS-TRIS gewaschen, bis der OD 280 nni des 
Eluates wieder den Puffer-Level erreicht hatte. Eine NaCI-Gradiewt in 20 mM Bis-TRIS/HCI pH 6,3 wurde 
zur Elution verwendet: 

0-105 nM NaCI in 1 Kolonnen-Voiumen ( 40 ml) 
30 105-245 nM NaCI in 20 Kolonnen-Voiumen (800 ml) 
245-350 mM NaCI in 2 Kolonnen-Voiumen ( 80 ml) 

VAC donnte im letzten prominenten Peak des UV-Profils identifiziert werden, der bei ungefahr 0.14 M NaCI 
eluierte. Die Reinheit wurde mittels SDS-PAGE, Western Blot Reverse HPLC und isoelektrischer Fokussie- 
35 rung bestimmt. Der VAC-Pool wurde bei -20* C aufbewahrt. 

Beispiei 9 

40 

Vergleich Rekombinantes/naturliches VACa 



Verwendete Methoden: 



a) Geipermeations-HPLC 

b) Reverse Phase HPLC 

so c) N-terminale Sequenzierung 

d) Tryptic Peptid Map 

e) SDS-Gelelektrophorese 

f) Western Blot 

g) Isoelektrische Fokussierung 

55 Fur den Vergleich wurde einerseits nattirliches VAC, andererseits rekombinantes VAC-alfa verwendet. 
Im folgenden werden die Versuchsbedingungen fGr die einzelnen Analysenmethoden beschrieben. 
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a) Gelpermeations-HPLC 



10 



is 



Saule Waters Protein Pak I 125, 2 x (7,8 x 300 mm). 10 urn Teilchendurchmesser 
Eluens: 0,5 M Na 2 SO*. 0,02 M NaH 2 PO*, pH 7,0. 0,04% Tween 20, 25% Propylenqlykol 
Flufl: 0,5 ml/min 
Detektion: UV-Absorption, 21 4 nm 

Die Chromatogramme von naturiichem und rekombinatem VAC-alfa zeigen den Hauptpeak des VAC- 

AnZZTJ? 8, i em M ? eku ^ ewicht 34.000 bzw. 33.000. Daneben gibt es jeweils einen geringen 

* ? e n U,6 ^ n f m dGS VAC * ° ie Bchung der Molekulargewichtsskala erfoigte uber 4 

Standardprote.ne. Die Saule trennt streng genommen nach Molekulgro/Se und nicht nach Molekulargewicht. 

b) Reverse Phase HPLC 



Saule: Bakerbond WP C„. 4,6 * 250, 5 urn Teilchendurchmesser, 30 nm Porendurchmesser 
Eluens A: 0.1 % Trifluoressigsaure in Wasser 
Eluens B: 0,1% Trifluoressigsaure in Acetonitril 
Gradient: 20% B fur 2 min. 20 - 68% B in 24 min, 
20 68% B fur 10 min, 6&- 20% B in 1 min 
Flutf: 1 ,0 ml/min 

Detektion: UV-Absorption, 214 nm und 280 nm 



25 



Pfw fl D ?q^ m n at °^ am I! ,e von , natar,ichem und rekombinatem VAC zeigeqjur VAC eine Retentionszeit von 

Pmbe Altem n?JT "TV*? f ^ ^ 5ind " ur 2Um Te » Verunreinigungen der VAC- 
Probe. Alle mit BW gekennze.chneten Peaks stammen aus dem Blindwert der Saule. 



30 c) N-terminale Sequenzierung 
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Sequenziert wurde ein uber Reverse Phase HPLC entsalzter Peak von rekombinationem VAC-alfa Die 
Sequenzierung erfoigte mit einem Gasphasen sequenator der Firma Applied Biosystems (Modell 470A) mit 

2irrZ r r^ 40APT r- Die probe wurde in 50 * ro% hc °° h ^ zsz t°%™ 

aufgetragea M.t e;ner Ausgangsmenge von 2,3 nMol konnte bis zur Aminosaure 39 sequenziert werden Es 

ZuLl 7 ^ l U f rei " Stimmun9 mit der erwarteten Se <^ «■» natarlichem Protien un^ SnA) 
ge unden Zusatzliches N-terminales Met konnte nicht nachgewiesen werden (S 1%). De r N-Terminus Itea 
be. rekombinantem VAC-alfa frei und nicht blockiert vor wie bei naturiichem VAC T « rf "'""s Hegt 



d) Tryptic Peptid Map 



Reverse 9 PhSe HPLC S^n ^ rek ° mbinantes VAC ^" beiden Proben wurde VAC uber 
« cVZkJ, t • L ? ' 9etrocknet und in NH*HC0 3 gel6st. Fur die Spaltung wurden 4 

Stunfn ^ S ^^P sin h ^rthmgton. TPCK behandelt. gelQst zu je 1 mg/m. in Wasser) zugesem. nach e 
ir^nSlnf °l rn 3 T" 13 ' 8 4 Gewichts% Nach weiterer Inkubation Qber Nach wurden 

r d ?r m Txr P r^ - ~« nm 

so 2£ A: ^^Tro^gsau^e * WassT " ^ Tei ' Che " dUrch — 1 ° - Porendurchmesser 
Eluens B: 0.1% Trifluoressigsaure in Acetonitriil 



55 



Gradient: 0 - 55% B in 55 min, 55% B fur 15 min. 55 - 0% B in 1 min 
FluC: 1,0 ml/min 

Detektion: UV-Absorption, 214 nm und 280 nm 
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e) SDS-Gelelektrophorese 

SDS-Gelelektrophorese wurde weitgehend nach der Originalvorschrift von U.K. Laemmli durchgefuhrt 
(Natur 227 , 680-685 (1979)). Die Silberfarbung erfolgte nach der Methode von Oakley (Anal. Biochem. 105, 
361-363 (1980)). Das erste Qe! zeigt einen Vergleich zwischen naturlichem und rekpmbinantem VAC-alfa. 
Der Gehalt an dirnerem VAC wurde durch Scannen mit einem Laserdensitometer quantifiziert und betrug 
2% beim natfirlichen und 4% beim rekombinantenrn VAC. Das zweite Gel zeigt nur rekombinantes VAC- 
alfa, aufgetragen mit und ohne DTT (Dithiothreitol, Reduktionsmittel). Daraus ist ersichtlich, da0 das SDS- 
stabile Dimere offensichtlich uber Disulfidbrucken gebunden ist, die mit DTT reduziert werden konnen. 

Stammlosungen der Reagenzien 



1 5% Ammonium-persulfat-Losung (APS) 

150 mg Ammonium-persulfat werden in 1 ml dest. Wasser gelost. 

30% Acrvlamid + 0.8% Bis Acrvlamid 
Acrylamid Bis-acrylamid Wasser auf 

15 g 0,4 g 50 ml 

30 -g 0,8 g loo" ml 

45 g l # 2 g 150 ml 

Das Acrylamid wird in dem entsprechenden Wasservolumen geldst und vor der Verwendung filtriert. 

Trenngel-Puffer 

1 ,5 M TRIS-HCL, 0,4% SDS (Sodium-dodecylsulfat). pH 8,8 
18,16 g TRIS + 0,4 g SDS mit konz. HCI auf pH 8,8 
einstellen und mit dest. Wasser auf 100 ml auffullen. 

Stackinogel-Puffer 

0,5 M TRIS-HCI, 0,4% SDS, pH 6.8 
6,04 g TRIS + 0.4 g SDS mit konz. HCI auf pH +6,8 
einstellen und mit dest. Wasser auf 100 ml auffullen. 

Laufpuffer 

25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 0,1% SDS, 0,005% Na-azid pH 8,5 12 g TRIS + 57,6 Glycin + 4 g SDS 
+ 0,2 g Natriumazid werden in ca. 3,5 1 dest. Wasser gelost. auf pH 8,5 eingesteilt und auf 4.0 I aufgefullt. 
Es empfiehlt sich die Leitfahigkeit des neuen Laufpuffers mit den vorhergehenden Chargen zu vergleichen. 

0,05% Coomassie-Blue-Farbelosung 

0,55 g Coomassie Briilant Blue R 850 werden in 500 ml Methanol gelost, 30 min gerOhrt und filtriert. 
Dazu gibt man 100 ml Eisessig und 500 ml dest. Wasser. 
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Entfarbelosung 

a) Manuel/es Entfarben 

£ SSSST" emSPriCht ^ Farbe ' 6SUn9 ° hne FarbSt ° ff: 500 Methancl + 50 ° mi dest. Wasser + 

b) Elektrophoretisches Entfarben in 7,5% Essigsaure 



i * SDS Auftraoepuffer (ca. 1 Monat haltbar) 



Farbstoffkonzentrat: 

is Bromphenolbfau 50 mg 
Glycerin 0,5 ml 
Wasser (dest.) auf 10 mi 
Die Losung ist ca. 3 Monate haitbar. 

20 

Auftragepuffer: 

Farbstoffkonzentrat 0,4 ml 
25 SDS 0,8 g 
Glycerin 4 g 

Wasser (dest.) auf 10 ml 

30 

1 x SDS Auftragepuffer 

Verdunnung 1:4 des 4 x SDS Auftragepuffers mit dest Wasser. 



Silberfarbuno: nach Oakley 



Reagenzien 



45 Destainer: 

Ethanol 200 ml 
Essigsaure (cone.) 62,5 ml 
Dest Wasser auf 1000 ml 
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10% Glutardialdehyd-Losung: 



w 
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25% Glutardialdehyd-Losung 20 rn! bzw. 40 ml 
Dest. Wasser auf 50 ml bzw. 100 ml 



Die Losung muJ3 im Kuhlschrank aufbewahrt werden. 



0,1 N ammoniakaiische Silberlosung: 

Erst direkt vor Gebrauch herstellen: 

0,1 N Silbernitrat (16,9 g/l) 23 ml 46 ml 

25% Ammonialklosung 0,95 ml 1 ,9 ml 

0,36% Natriumhydroxid (1,8 g/0,5 I) 10,5 m! 21 ml 

dest. Wasser auf 50 ml 100 ml 



Entwickler- Losung 

Unmittelbar vor Gebrauch herstellen: 
0,5% Citronensaure (1,25 g/250 ml) 5 ml 
dest. Wasser 1 I 
37% Formaldehyd 1 ml 



Entfarbe-Losung ( Photo- Rxierer): 

Kodak-Fixierer (Photolabor) Verdunnung 1 :4 mit dest Wasser. Die Verdunnung 1st mehrfach verwend- 
bar. jedoch nimmt die Dauer des Entfarbens nach haufigerer Verwendung zu. 



2% Glycerin-Losung: 

23 g Glycerin 87% in 1 I dest. Wasser 



Durchfuhrung der Silberfarbung nach Oakley 

Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel an einer Ecke markiert und durchlief danach foigende 
Farbeschritte im Schuttler: - 30 min Im Destainer-Bad 

- 30 min in 20% Glutardialdehyd-Losung (50 ml) 

- 30 min in flie/tendem Wasser Oder uber Nacht in ca. 2 I Wasser 

- 10 min in ammoniakalischer Silberlosung (50 ml) 

- 3 min in flie/tendem Wasser 

- ca. 5 min in Entwickler-Losung 

Der Entwicklungsvorgang wurde nicht nach einer exakten Zeitdauer beendet, sondern dann, wenn die 
Banden ausreichend gefarbt waren oder spatestens wenn sich der Hintergrund zu farben begann. Gestoppt 
wurde die Entwicklung durch 

- 30 min Wassern der Gele (in einer Wanne Oder unter Flieflwasser) 

Die Entwicklung dauerte auch noch an. wenn das Gel bereits im Wasser war! (Diffusionszeit). 
Das Entfarben des Gels war nur dann erforderlich, wenn der Hintergrund zu stark gefarbt war! 

- ca. 5-10 min in Kodak-Fixierer, bis ein optimaler Kontrast zwischen den Banden und dem Hintergrund 
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Wass^D^stonS ^ "** ^ "** Unmitte,barem Absto PPen in ftieflendem 

- 30 min in 2% Glycerin-Losung 

Danach konnte das Gel auf Rlterpapier bei 80 ' C 1 Std. getrocknet werden. 

f) Western Blot 

Der immunologische Nachweis erfolgte filr VAC mit rabbit anti VAC serum (1:1000 verdunnt) und mit 
sw.ne ant, rabbit IgG (1:500 verdunnt). das mit Alkalischer Phosphatase konjugiert ist. Zum Nachwe"s de 
Sr,nH , MRT?r/ lk o f S0 ^ n Ph0S P hatase wurden di * Substrate BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indoiyl-phos- 
22T T .J 1,tr0 h B,ue Tetrazo,ium > eingesetzt. Die vergleichende Proteinfarbung auf der Nitrocellulose 
erfolgte mit Amidoschwarz. 

Western-blotting im semi-dry Verfahren 



20 1. Materialien: 



Semy-dry Electroblotter (Fa. Sartorius) SM 175 56; Rlterpapier in der Grdfle des zu biottenden Gels- 
Nitrocellulose-Membran (Porengrofie 0,45 urn) in Gelgr6/3e; ouenaen ueis. 



25. 

Reagenzien 

30' 

Anodenpuffer 1: pH 10,4 

0,3 M TRIS 3,63 g/80 ml 
20% Methanol 20 ml 

35 



Anodenpuffer 2: pH 10,4 

40 25 mM TRIS 0,3 g/80 ml 
20% Methanol 20 ml 



i 

45 Kathodenpuffer: pH 9,4 

25 mM TRIS 0,3 g/80 ml 

40 mM €-Aminocapronsaure 0,52 g/80 ml (MW 131,3) 
20% Methanol 20 ml 



Amidoschwarz-Protein-Farbemedium 

55 0,5% (w/v) Amidoschwarz 0,5 g in 40 ml 
50% Methanol 50 ml 
10% Essigsaure 10 ml 
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Sntf arbec 



Methanol 



Wasser - EssigsSure 



5 



5 - 1 
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PBS (Phosphate buffered saline) 10 x Konzentrat pH 7.2 

136 mM Natriumchlorid 80 g 

26 mM Kaliumchlorid 2 g 

80 mM di-Natrtumhydrogenphosphat 1 1 ,3 g 

(80 mM di-Natriumhydrogenphosphat .12H 2 0 28,7 g) 

14 mM Kalium-dihydrogenphosphat 2g 

mit dest Wasser auffuHen auf 1 I 

vor Gebrauch 1/10 verdunnen !!! 



Blocking Puffer: 
1% BSA 

0,1% Tween 20 . 
in 1 x PBS 



Waschpuffer: 
1 x PBS 

1 x PBS + 0.1% Tween 20 
1 x PBS 



Farbepuffer fur Alkalische Phosphatase-Farbung: 
pH 9,9 

100mMTRIS 1.22 g 

100 mM Natriumchlorid 0,58 g 

5 mM Magnesiumchlorid. 6H2O 0,10 g 

mit dest. Wasser auffuHen auf 100 ml 



NBT (Nitro-Biue Tetrazolium) - Losung 

50 mg NBT (Fa. Sigma N-6876)/ml 70% Dimethylformamid 



BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat) - Losung 

50 mg BCIP (Fa. Sigma B-8503)/ml in 100% Dimethylformamid 
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Farbemedium fur Alkafische Phosphatase 

Farbungspuffer 10 ml 
BCIP 0,033 ml 
s NBT 0.065 ml 

Antikorperreagenzien: 
w Rabbit anti VAC-Serum mit alkalischer Phosphatase konjugiert. 

3. Durchfuhrung des Blots 

15 Das Blotten erfolgte bei 0,8 mA/cm 2 Gelflache uber 60 min 

4. Nachweis der Proteine auf der Nitroceilulose-Membran 



4.1. Proteinfarbung mit Amidoschwarz 

Der fur die Proteinfarbung vorgesehene Anteil der Nitroceilulose-Membran wurde abgeschnitten und 5 
25 Minuten in Amidoschwarz-Farbelosung geiegt. Danach wurde die mehrfach verwendbare FSrbelosung 
abgegossen und uberschussige Farbelosung von der Nitroceilulose-Membran mit Wasser abgespQIt. 



4.2 Immunologischer Nachweis 

30 



4.2.1 Blockierung der Nitroceilulose-Membran 

35 Vor dern immunologischen Nachweis wurde die Nitroceilulose-Membran mindestens 60 min (oder auch 
uber Nacht) mit 1% BSA in 1 xPBS mit 0.1% Tween 20 blockiert 



4.2.2. Nachweis mit gnzym-rnarkierten Antikorpern 

40 

Nach dem Blockieren wurde die Nitroceilulose-Membran mit rabbit anti VAC Serum (in geeigneter 
Verdunnung in.Blockierungsmedium) 60 min inkubiert. 

Dahach wurde 3x gewaschen: 1x PBS, PBS mit 0,1% Tween, 20.1 x PBS. Darauf erfolgte die 
Inkubation der Membran mit swine anti rabbit IgG, das mit Alkalischer Phosphatase konjugiert war (ebenso 
45 in einer geeigneten VerdOnnung in Blockierungsmedium uber 60 min). Danach wurde erneut 3x mit PBS 
gewaschen wie oben angegeben. 



4.2.3 Enzymatische Farbung des Blots 



Die Nitroceilulose-Membran wurde in Farbemedium gelegt (fur ein Minigel reichten 10 ml aus) und im 
SchUttler langsam bewegt, bis sich eine ausreichende Anfarbung der Banden zeigte. Die Farbung wurde 
durch Auswaschen des Farbemediums mit Wasser beendet, danach die Nitroceilulose-Membran an der Luft 
getrocknet. 
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5. Bewertung des Western-Blots 

Die immunologisch/enzymatisch nachgewiesenen Banden des Blots wurden mit den Banden der 
Proteinfarbung des Blots und auch mit dem entsprechenden Bandenmuster der SDS-Elektrophorese 
5 verglichen und einander zugeordnet. 

7. Isoelektrische Fokussierung 

70 Der isoelektrische Punkt (pi) fur rekombinantes VAC-alfa liegt mit 4,9 um 0,1 pH-Einheiten hoher als fur 
naturliches VAC (4,8). 



75 
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PolyacrylamidgeHsoelektrische Fokussierung (PAGIF oder IEF) 



Material und Reagenzien 



20 Polyacrylamidgelplatten fur Isoelektrische Fokussierung auf Folie aufpolymerisiert. (LKB - "PAGplate", 
SERVA - "Servaiyt Precotes") 



Elektrodenlosungen fur die jeweiligen pH-Beretche: 



pH 3,5-9,5 (LKB- PAG plate) ' 
Anodenlosung: 1 M Phosphorsaure 
Kathodenlosung: 1 M Natronlauge 

ph 5,5-8,5 (LKB-PAGplate) 
30 Anodenlosung: 0,4 M HEPES (mit Na-azid) 
Kathodenlosung: 0,1 M NaOH 

pH 4,0-6,5 (LKB-PAGplate) 
Anodenlosung: 0,5 M Phosphorsaure + 0,1 M Glutaminsaure 
Kathodenlosung: 0.1 M Beta-Alanin (mit Na-azid) 

35 

pH 3.5-9,5 (SERVALYT-Precotes) 
Anodenlosung: 25 mM Asparaginsaure + 25 mM Glutaminsaure 
Kathodenlosung: 2 M Ethylendiamin + 25 mM Arginin Base + 37,5 mM Lysin Base 

40 Kuhlvermittler: Kerosin (Fa. SERVA) 
Fixierlosung:. 

10% Trichloressigsaure (TCA) mit 5% Sulfosalicylsaure 
0,05% Coomassie Blue Farbeld sung 

Entfarber: 500 ml Methanol + 500 ml Wasser + 100 ml Eisessig 
Proben: 

Die Proben sollen salzarm oder besser noch salzfrei sein. HShere Salzkonzentration mGssen vor der 
so IEF gegen ca. 5-10 mM Puffer oder Wasser dialysiert werden. NaCI kann jedoch bis zu 100 mM ehthalten 
sein, ohne dafl die Lauffronten gestort werden. 

Fixierung des lEF-Gels vor Proteinfarbung 

55 ~ " 

Das Gel wurde ca. 20 min in die Fixierlosung gelegt jedoch ohne dabei zu schutteln! (Es loste sich 
dabei ieicht von der Folie ab) Danach wurde 5 min gewassert 
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Proteinfarbung der lEF-Gele mit Coomassie Blue 

Die fixierten Geie wurden ca. 2 Std. in Farbelosung gelegt und dabei nur sehr leicht bewegt. 



Entfarben der lEF-Gele 

Nach der Farbung wurde die uberschussige Farbelosung mit Wasser abgespult und durch haufiges 
Wechseln des Entfarbers das Gel entfarbt. Nach ausreichendem Entfarben wurde das Gel wieder gewas- 
ro sert, bis der Entfarber ausgewaschen war. 



Trocknen der lEF-Gele 

Die Gele wurden auf eine nasse, wasserdurchiassige Klarsichtfolie Oder Dialysemembran gelegt, mit 
der wasserundurchlassigen Seite nach oben und 1 Std. bei 80* C getrocknet. 
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Beispiel 10 



Biologische Aktivitat von rekombinantem VAC 



A. Modifizierter Prothrombin Zeit Test (s.EPA 0 181 465) 



50 



Zitriertes. Plattchen freies Plasma (PFP) wurde in An- Oder Abwesenheit von rekombinantem VAC (r- 
VAC) Oder naturlichem VAC zwei Minuten bei 37* C gerQhrt Nach der Inkubation wurde eine Losung aus 
brain tissue factor und Ca zugegeben. Die Rbrinbildung wurde beobachtet, die Gerinnungszeit optisch 
registnert. Die Ergebnisse sind in Ftg. 33 dargesteiit und belegen, da/3 r-VAC und VAC die Rbrinbildung 
dosisabhangig inhibieren. Die spezifischen Aktivitaten des r-VAC und des VAC bewegen sich in derselben 
Gro/tenordnung. 



B. Thrombin Zeit Test (s. EPA 01 181 465) 

Zitriertes PFP wurde in An- Oder Abwesenheit von r-VAC oder VAC zwei Minuten bei 37 'C geruhrt 
40 Nach der Inkubation wurde Thrombin und Ca** zugegeben. Die Rbrinbildung wurde optisch beobachtet 
Sowohl r-VAC als auch VAC inhibieren nicht die Thrombin-induzierte Rbrinbildung wie aus Rg 34 zu 
entnehmen ist. Folglich inhibieren sowohl r-VAC als auch VAC die Thrombinbildung, nicht jedoch die 
Thrombinwirkung. 



C. Faktor Xa-Bildung in Gewebefaktor-aktiviertem Plasma (s. EPA 0 181 465) 

Zitriertes PFP wurde in An- oder Abwesenheit von r-VAC oder VAC zwei Minuten bei 37* C gerQhrt An- 
schheflend wurde eine Losung von "brain tissue factor" und Ca** zum PFP gegeben, urn so die 
Koagulation in Gang zu setzen. Zu bestimmten Zeiten wurden Proben entnommen und in einem Puffer 
lOOOfach verdUnnt. 10 il\ dieser Losung wurden zu 40 ul einer Mischung, die die nachfolgenden 
Komponenten des Prothrombinase-Komplexes enthielten, zugegeben. 

0.6 nM Faktor Va 

55 50 urn Phospholipide (80% Dioleoyl-phospatidylchoiin/20% Dioleoyl-phosphatidylserin) 
1 ,0 urn Prothrombin 

Nach einer Reaktionszeit von zwei Minuten wurde der Anteil an aktiviertem Prothrombin durch die 
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amidoiytische Aktivitat unter Verwendung des chromogenen Substrats S 2238 beurteilt. Die Menge an 
amidolytischer Aktivitat, die so gemessen wurde, ist der Menge an aktivem Faktor X a in dem PFP direkt 
proportional. 

Nach 1000-facher Verdunnung bei Anwesenheit von VAC in dem PFP konnte keine Auswirkung auf die 
5 Prothrombin-Aktivierung beobachtet werden. 

Eine typische Faktor Xg-Bildungskurve und die Auswirkungen von r-VAC und VAC sind in Fig. 35 
dargestellt. Durch diese Ergebnisse kann festgesteilt werden, da/3 r-VAC die Gewebefaktorindu2ierte Faktor 
X-Aktivierung im Plasma, in dosisabhangiger Weise wie VAC inhibiert. 

Die Ergebnisse zeigen weiterhin indirekt, dafl sowohl r-VAC als auch VAC den Faktor X a direkt nicht in 
10 einer zeitabhangigen Weise inaktivieren. Diese Aussage kann aus der Form der Kurve hergeleitet werden. 
Nachdem ein Maximum erreicht ist, beginnt die Menge an aktivem Faktor X a in dem PFP, einer Kinetik 
Pseudo 1 . Ordnung folgend, absunehmen. Diese Abnahme resultiert vermutlich aus der Inaktivierung des 
Faktors X a durch Antithrombin III. Die Geschwindigkeitskonstante Pseudo 1. Ordnung, die aus diesen Daten 
berechnet wurde, betragt ca. 0,25 min~ 1 und andert sich nicht bei Abwesenheit von r-VAC und VAC. 
is Diese Daten belegen eindeutig, da/3 r-VAC VAC-Aktivitat zeigt. Obwohi die spezifische Aktivitat von r- 
VAC in diesem Koagulationstest identisch ist mit der von VAC und obwohi r-VAC Faktor X a und Thrombin 
direkt nicht inaktiviert, wurden zusatzlich noch Untersuchungen zur r-VAC-Bindung ah Phosphoiipide 
durchgefuhrt, urn zweifelsfrei die Zugehorigkeit der VAC-Aktivitat zum r-VAC zu demonstrieren. 

Die Bindung von r-VAC und VAC an eine Phospholipid-Doppelschicht, die aus Dioieoylphosphatidylcho- 
20 lin und Dioleoylphosphatidylserin (80%/20%) besteht, wurde durch Verwendung eines automatischen 
EHipsometers bestimmt. Dies Verfahren wurde von Cuypers et al. in J. Biol. Chem. 258 (1983), 2426-2431 
beschrieben. 

Ein typisches Ergebnis dieser Studie gibt Fig. 36 wieder. Sowohl r-VAC als auch VAC zeigen identische 
Bindungskinetik an die Doppelschicht, wenn sie in einer Konzentration von 1 ug VAC/ ml dieser Doppel- 
25 schicht zugesetzt wurden. Die Bindung erfolgt in Anwesenheit von Ca 2 * und ist, wie durch die Zugabe von 
EDTA gezeigt werden konnte. reversibel. 

Zusammenfassend kann festgesteilt werden, daJ3 r-VAC biologisch aktiv*ist und von natUrlichem VAC 
nicht zu unterscheiden ist. 

30 

Beispiel 11 



35 Konstruktion Tetracyciin-resistenter VAC-alpha und VAC-beta Expressionsvektoren (pGN25, 
PGN26) 

1 ug pATl63 wurde in 50 n\ Losung mit EcoRI geschnitten. Die Enzymaktivitat wurde durch Erhitzen 
auf 70 * C zerstort. und die uberhangenden Enden durch Zusatz von DNA-Polymerase l/Klenow Fragment 
40 (PoIlK) (5 units) und den vier Desoxyribonukleosidtriphosphaten fle 20 u,M Endkonzentration) in einer fill in 
Reaktion begradigt Nach Erhitzen auf 70 *C zur Zerstorung der PollK Aktivitat wurde die DNA mit Athanol 
ausgefallt. Die linearisierte DNA wurde in 50 ul mit Pvul nachgeschnitten. 

pRH291 bzw. pRH292 wurden zunachst mit Sphl linearisiert und das 3' uberhangende Ende durch die 3' 
exonukleolytische Aktivitat der PollK in Gegenwart von dGTP abgebaut. Nach Fallen der DNAs wurden 

45 diese mit Pvul nachgeschnitten. Die Fragmente aus alien drei Verdauen wurden auf einem Agarosegel 
getrennt und die entsprechenden Fragmente eiuiert (pAT153: 3032 bp. pRH291: 1987 bp, pRH292: 2607 
bp). 50 ng pAT153 Fragment wurden mit 50 ng pRH291 bzw. pRH 292 Fragment versetzt und in 10 ul 
ligiert. 100 u,l kompetenter E.coli HB101 wurden mit 5 ul der Ligaselosung versetzt und transform iert. Die 
Selektion erfolgte auf LB-Agar, der 100 jig/ml Ampiciilin enthielt. Von den entstandenen Klonen wurden 

so einige auf LB-Agar mit 12,5 ug/ml Tetracyclin ausgestrichen. Die darauf wachsenden Klone wurden zur 
Herstellung von Plasmid DNA verwendet. Die in einer Minipraparation hergestellte Plasmid-DNA wurde mit 
verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten und so die Richtigkeit der Konstruktion GberprUft. Jeweils 
ein Klon wurde ausgewahlt und mit pGN25 (VAC-alpha) Oder pGN26 (VAC-beta) bezeichnet. 

E.coli HBl01/pGN25 bzw. HB101/26 wurden, wie in Beispiel 7 beschrieben, einer Fermentation 

55 unterzogen, wobei diesmal anstelle des Amicillins 5 mg/l Tetracyclin in der Vorkultur verwendet wurden. 
Wahrend der Hauptfermentation wurden Aliquote entnommen und auf einem 15% Acrylamid/0,1% SDS Gel 
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Beispiel 12 V 

Reiniqunq von rekornbinantem VAC-l 

Ausgangsmaterial: E.coli HB10l/pRH 292. 
Die Zellen waren zentrifugiert und bei -70* C eingefroren worden. 

a) Zell Homogenisierung und Extraktion 

und 'SKaT^ t^ 6 " T 500 m ' eiSka ' tem LV**-™* dOO mM TRIS/HCI, 50 mM EDTA 
Beckmann J2 -21 Zentrifuge geklrt ^htSalS, Unter Verwendun 9 
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b) Chrornatographie an Silica 

kontrolliert. VAC-* enthaitende Fraktionen warden gramme* ^rwendung von Referenz-Materia. 

c) Chrornatographie an DEAE-SEPHAROSE FAST FLOW 

ml DEaIff S^ro Si, ^ Frakti ° ne " wurden geaen 20 mM TRIS/HCI pH 8.4 dialysiert und auf eine 175 

280 nm kontrollij und du" ?£i ^PAGE uni T" 9 (5 / 0 *° nnen Vo,umen > Das Eluat wurde bei 

enthaltende FraJ^nl, 1 SDS-PAGE, unter Verwendung eines Referenz-Materials analysiert VAC-fl 



so d) Chrornatographie an Sephacryl S-200 "High Resolution" 
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Tabelle: Reinigung von rekombinantem VAC-6 

Ausgangsmaterial: 100 g gefrorener Zellkuchen 

Volumenfml ) ma Protein/ml^ mcr total 



™ ROHEXTRAKT 810 16,1 

SILICA DURCHFLUSS 2270 0,35 

VAC-beta SILICA POOL 380 5,0 

VAC-beta DEAE-FF-POOL 120 2,6 

DEAE-FF-POOL KONZENTRAT 4 58 

VAC-beta SEPHACRYL-POOL 33,5 2,2 
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13 .040 
795 
1.900 
312 
232 
74 
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X) 



Protein bestimmt durch BIO-RAD Protein Assay (Standard: 
bovine serum albumin) 



25 



Beispiel 13 
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Analytik und Charakterisierunq von VAC-beta 

Als In Process Kontrolle zwischen den einzelnen Reinigungsschritten wurde die SDS-Gelelektrophorese 
verwendet. Die genaue DurchfQhrung dieser Analyse erfolgte gleich wie bel den Endkontrollen und ist dort 
beschrieben. Eine Serie der wahrend einer Reinigung erhattenen SDS-Gele ist im Beispiel 12 (Reinigung 
von VAC-beta) enthalten. 

Als Endkontrollen und zur Charakterisierung des gereinigten Proteins wurden die folgenden Methoden 
verwendet: 

a) Geipermeations-HPLC 

b) Reverse Phase HPLC 

c) Aminosaureanalyse 

d) N-terminale Sequenzierung 

e) SDS-Gelelektrophorese 

f) Isoelektrische Fokussierung - 



50 



a) Gelpermeations-HPLC 

Saule: Waters, Protein Pak I 125, 2 x (7,8 x 300 mm), 10 urn Teilchendurchmesser, Raumtemperatur 
Eluens: 0,5 m Na 2 SO*, 0,02 M NaH 2 PO* ( pH 7,0, 0,04% Tween 20, 25% Prbpylenglykol 
Ruflrate: 0,5 ml/min 

Detektion: UV- Absorption, 214 nm, 0,5 AUFS 

Das Chromatogramm (Fig. 40) von gereinigtem VAC-beta zeigt den Hauptpeak des VAC-beta Monome- 
55 ren bei einem Molekulargewicht von 29.000. daneben ist eine geringe Menge dimeres VAC-beta (M' etwa 



53 



BNSDOCID: <EP 0293567A1_I_> 



EP 0 293 567 A1 



50.000) nachweisbar. Diese Werte fur das Molekulargewicht liegen relativ weit unterhalb des erwarteten 
Wertes (M 37.000), was wahrscheinlich darauf zurOckzufuhren ist. daJ3 die hier verwendete Gelpermeations- 
Saule nach der Molekulgro/te bzw. -gestalt trennt und nicht nach dem Molekulargewicht 



b) Reverse Phase HPLC 



Saule: Bakerbond WP Ci 8 , 4,6 x 250 mm, 5 urn Teilchendurchmesser, 30 nm Porendurchmesser, 
w Raumtemperatur 

Eluens A: 0,1% Trifiuoressigsaure in Wasser 
Eluens B: 0,1% Trifuloressigsaure in Acetonitrii 

Gradient: 20% B fur 2 min, 20 - 68% B in 24 min, 68% B fur 10 min, 68 - 20% B in 1 min 

Fluflrate: 1 ml/min 
is Detektion: UV-Absorption, 214 nm, 0.5 AUFS 

Das Chromatogramm (Fig. 41) stammt direkt aus dem Eiuat der letzten Reinigungsstufe und zeigt 
hauptsachlich den Peak des oxidierten VAC-beta (2 Disulfidbrucken, t R = 26,6 min). Daneben sind etwa 9% 
reduziertes VAC £ (t R = 27,4 min) sowie einige kleinere Peaks von restlichen Verunreinigungen nachweisbar. 
20 Das Chromatogramm (Fig. 42) zeigt dieselbe VAC-beta Probe nach 2 Stunden Inkubation in 3 M Harnstoff, 
0,05 M Dithiotreitol. Das Protein liegt hauptsachlich in der reduzierten Form (r R = 27,4 min) vor. 



c) Aminosaureanalyse 

25 

Gereinigtes VAC-beta wurde Qber Reverse Phase HPLC (Methode siehe unter b) ents^lzt. Der 
Hauptpeak von VAC-beta wurde in einem Hydrolyserohrchen gesammelt und getrocknet. 

Die Hydroiyse erfolgte mit 6 N Saizsaure (mit 1 % Phenol) in der Gasphase (1 10* C, 22 Sunden). 
Die Bestimming der Aminosauren erfolgte mit einem Aminosaureanalysator ((Typ 6300, Fa. Beckman) 
30 : uber eine NachsSulenderivatisierung mit Ninhydrin. 

Die Aminosaureanalyse (Fig. 43) einer VAC-beta Probe weist eine Gesamtabweichung gegenUber der 
theoretischen Zusammensetzung von 6.56% auf. 



35 d) N-terminal Sequenzierung 

Gereinigtes VAC-beta wurde Qber Reverse Phase HPLC (Methode siehe unter b) entsalzt. Der 
Hauptpeak von VAC-beta wurde gesammelt und getrocknet. 

Der Ruckstand wurde in 75 n\ 0,1% Trifiuoressigsaure geiost und direkt fur die Sequenzierung 
40 verwendet. 

Die Sequenzierung erfolgt mit einem Gasphasensequenator der Fa Applied Biosystems (Modeil 470 
A9) mit dem Programm 39apth. 

Mit einer Ausgangsmenge von etwa 1 nM konnte bis zur 39. Amrnosaure sequenziert werden. Es wurde 
100%ige Ubereinstimmung mit der erwarteten Sequenz gefunden. N-terminaies Methionin wurde offensicht- 
45 lich zu 100% abgespalten.(Fig. 44) 



e) SDS-Gelelektrophores 



so Die SDS-Gelelektrophoresen wurden weitgehend nach der Originalvorschrift von U.K. Lammli durchge- 
fuhrt. Fur in Process Kontrollen wurden VAC-beta-Proben vor dem Auftragen mtt Dithiothreitol versetzt und 
aufgekocht. Endkontrollen erfolgten sowohl unter reduzierenden als auch unter nicht reduzierenden Bedin- 
gungen. 

Die Farbung der Gele erfolgte mit Coomassie Blue. 
55 Fig. 45 zeigt ein SDS-Gel von VAC-beta Proben. 
Spur 1 und 10: Molekulargewichtsmarker 

Spur 2 und 3: In Process Probe von VAC-beta mit und ohne DTT (Dithiothreitol) 
Spur 4 und 6: 1 0 ug VAC-beta nicht reduziert 
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Spur 5 und 7: 10 ug VAC-beta mit DTT reduziert 
Spur 8 und 9: 1 ug VAC-beta nicht reduziert 
VAC-beta ohne Redukti'onsmittel ist als Doppeibande nachweisbar. Die intensivere uritere Bande bei M 
etwa 36.000 ist die oxidierte Form, die obere Bande bei M etwa 38.000 die reduzierte Form von VAC-beta. 
Die mengenmaflige Verteilung der beiden Formen ist besser aus den Spuren 8 und 9 ersichtlich. 

Nach Zugabe von DTT als Reduktionsmittel ist daher nur mehr die obere Bande sichtbar (siehe Spur 3, 
5 und 7). Da die Spuren 4 bis 7 Stark uberladen sind, sind neben den VAC-beta. Banden auch einige 
Banden von restlichen Verunreinigungen sichtbar. 



f) Isoelektrische Fokussierung 

Die Farbung erfolgte mit Coomassie Blue. 

Die isoelektrische Fokussierung Fig. 46 (3.3.1988/51) von weitgehend gereinigtem VAC-/S zeigt, da/3 
VAC-y3 direkt aus der letzten Reinigungsstufe (Spur 2 und 3). zwei Hauptbanden bei pH 5,35 bzw. 5,45 
ergibt. Der isoelektrische Punkt (pi) von VAC-£ ist damit deutlich basischer als der von VAC-a (pi = 4,9), 
was denErwartungen entspricht da VAC-£ weniger saure Aminosauren enthalt. 

Nach der Reduktion mit Dithiothreitol (Spur 4 und 5) ist die Hauptbande bei pH 5.45 stark angereichert 
Diese stellt offensichtlich die re duzierte Form von VAC-/3 dar. 



Biologische Aktivitaten von VAC-a und VAC-jS 



1. Effekt von VAC-a und VAC-tf auf die Prothrombinase Aktivitat 

Der Prothrombinase Komplex wurde aus gereinigten bovinen Koagulationsfaktoren und Phospholipiden 
rekonstituiert. Er bestand aus 0,3 nM Faktor Xa, 0,6 nM Faktor Va, 1 uM Prothrombin, 2 uM Phospholipid 
Vesikein (25% Dioleoyi-phosphatidylserin, 75 % DioJeoyl-phosphatidylcholin) und 3 mM CaCfe. 

Prothrombin Aktivierung wurde folgendermaiten gemessen: Faktor Xa, Va, Phospholipide, Ca** und 
variierende Mengen VAC wurden zwei Minuten bei 37 'C inkubiert Die Aktivierung des Prothrombin wurde 
durch dessen Zugabe gestartet Zu verschiedenen Zeiten wurden Proben der Mischung in folgendem Puffer 
aufgenommen: 

50 mM TRIS/HCI, 175 mM NaCI, 0,5 mg/ml BSA f 20 mM EDTA und 0.23 mM S2238i Amidolytische 
Aktivitat wurde bei 405 nm verfolgt. Aus einer Standardkurve, die mit bekannten Mengen Thrombin erstellt 
worden war, wurde anschlieflend die Menge an aktiviertem Prothrombin bestimmt Rg. 47 gibt das Ergebnis 
wieder. . ■■ 



2. Phospholipase Inhibitor Aktivitaten von VAC 

E.coli wurde metabolisch mit 3 H-Olsaure markiert und weiterbehandelt wie beschrieben (Davidson, F.F. 
et a!. (1987) J. Biol. Chem. 262, 1690-1705). Die E.coii Membran Preparation enthielt 198 urn Phospholipid^ 
mit einer spezifischen Aktivitat von 1,2 x 10 4 cpm/nMol Phospholipid. Diese Membran Preparation diente 
als Phosphoiipasesubstrate in dem Assay, der wie folgt durchgefGhrt wurde: 103 u\ 0,1 M TRIS/HCI, pH 8,0, 
unterschiedliche Mengen an VAC und Ca** enthaltend und 10 ul E.coli Membranen wurden bei Raumtem- 
peratur inkubiert. Zum Zeitpunkt 0 wurden 10 ul 0,1 M TRIS/HCI. pH 8,0, 2 ng bovine Pankreas 
Phospholipan A 2 enthaltend zugegeben. Nach zwei Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ul 
2N HCI und 50 ul 0,1 M TRIS/HCI pH + 8,0 das 100 ng/ml BSA enthielt, gestoppt. Die Mischung wurde bei 
14.000 rpm funf Minuten zentrifugiert Die Menge an freigesetzter 3 H-Olsaure wurde durch Szintillationszah- 
lung des Uberstandes bestimmt. Prozent Inhibition der Phospholipase A 2 Aktivitat wurde folgenderma/3en 
berechnet : 

1 00%-[(cpm pla . vac -cpm blank )/(cpm pla -cpm b , anc )r 1 00% 
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Hierbei bedeutet cpm p{a +vAc. cpm p i a und cpm b{ank die cpm, die in den Uberstanden der Mischungen, 
entweder Phospholipase A2 und VAC, Phospholipase A2 Oder VAC enthaltend, gemessen wurden. Die 
5 Ergebnisse finden sich in den Rguren 48, 49, 50 und 51 . 



Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen VAC-a 



15 

1 . Kopplung von VAC-a an "keyhole limpet" -Hamocyanin (KLH) 

VAC-a wurde foigendermaflen kovalent an "keyhole limpet" - Hamocyanin (KLH; SIGMA chemical 
company, St. Louis, USA, Katalog-Nummer H-2133) gekoppelt. 

20 

1 .1 VAC-a/KLH Praparationl : 

0,51 mg VAC-a wurden in 1,5 ml isotoner phosphat-gepufferter Natriumchlorid-Losung pH 7,2 (im 
25 folgenden "PGS" abgekurzt) gelost und mit 0,12 ml einer KLH-Losung Glutardialdehydlosung wurden 0,017 
ml einer 25%igen Glutardialdehydlosung wurden hin^ugefQgt und das Gemisch 45 Minuten lang bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde Ober Nacht gegen 1 I PGS dialysiert Portionen dieser Losung 
wurden bei -20* C gelagert. 

30' 

1 .2 VAC-a/KLH Preparation 2: 

2,54 mg VAC-a wurden in 2 ml 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer pH 7,0 gelost und mit 0,3 ml KLH-Losung 
(siehe 1.1) gemischt 0,023 ml einer 25%igen Glutardialdehyd-Losung wurden hinzugefugt und das Gemi- 
35 sen 45 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde Ober Nacht gegen 1 l PGS (siehe 1.1) 
dialysiert. Portionen dieser Losungen wurden bei -20* C gelagert. 
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2. Immunisierung 

Eine 10 Wochen alte weibliche Balb/c-Maus wurde folgenderma/ten immunisiert: 

Immunisierung Tag VAC-a/KLH Preparation Adjuvans 



1 

Am 




*T 
J. 




ml j 


Icomp 1 et t 


2 


24 


1 


(0.15 


ml) 


inkoraplett 


3 


49 


1 


(0. 15 


ml) 


inlcomplett 


4 


188 


2 


(0.1 


ml) 


inlcomplett 


5 


225 


2 


(0.1 


ml) 


inlcomplett 


6 


258 


2 


"(0.1 


ml) 


inkoraplett 


7 


265 


2 


(0.1 


ml) 


inlcomplett 


8 


271 


2 


(0.1 


ml) 


inlcomplett 


9 


272 


2 


(0.1 


ml) 


inlcomplett 


10 


273 


2 


(0.1 


ml) 


icein 



Alle Immunsierungen, ausgenommen die fetzte, erfolgten durch intraperitoneale Injektion einer Emulsion 
gleicher Volumina von Antigen^Losung und Freund'schem Adjuvans. " 



3. Zellfusion und Hybridom-Selektion 

Peritoneale Zellen wurden aus Ba!b/c Mausen durch SpGlen mit einer sterilen Saccharose-Losung (110 
g/l in deionisiertem Wasser) gewonnen, durch Zentrifugation gesammelt und in Roswell Park Memorial 
Institute 1640 Medium mit Natrium-Penicillin G (100 Einheiten/ml) und Streptomycin (50 Einheiten/ml) (im 
folgenden "Kulturmedium genannt) mit 10% fotalem Kalbsserum in einer Zelldichte von etwa 3,5 x 10* 
Zellen/ml suspendiert. 0,1 ml - Aliquots wurden in die Vertiefungen von Gewebekulturplatten (96 Vertiefun- 
gen pro Platte) pipettiert: die Platten wurden uber Nacht inkubiert. 

Einen Tag nach der letzten Immunisierung wurde die Maus in Ather anasthesiert und getdtet. Die Milz 
wurde aseptisch entnommen und die Milzzellen wurden durch vorsichtiges Schaben auf einem Stahlgitter 
gewonnen. Die Zellen wurden in 10 ml Kulturmedium suspendiert und durch Zentrifugation gesammelt. 

P3x63Ag8,653 Maus-Myelomzellen (Kerney et al., J. Immunol. 123, 1548, 1979) wurden in stationarer 
Suspensiohskultur in Kulturmedium mit 10% fotalem Kalbsserum gezGchtet. Etwa 10 s Zellen wurden durch 
Zentrifugation gesammelt. Die Myeiomzellen wurden zu den Milzzellen zugegeben; die gemischte Zellpopu- 
lation wurde neuerlich durch Zentrifugation gesammelt und in 3 ml einer sterilen Losung von 40% 
Polyathylenglycol 4000 (Merck, Darmstadt BRD, Katalognummer 9727) in Kulturmedium suspendiert. Die 
Supension wurde 1,5 Minuten bei Praumtemperatur vorsichtig geschuttelt und anschlieflend 1 Minute 
stehen gelassen. 3 ml Kulturmedium wurden unter standigem SchGtteln Goer einen Zeitraum von 1,5 
Minuten zugetropft, die Suspension dann eine Minute stehengelassen. Anschlieflend wurden weitere 6 ml 
Kulturmedium unter SchGtteln Gber 1 ,5 Minuten zugetropft und 1 Minute stehen gelassen. Die Suspension 
wurde in der Folge unter SchGtteln mit 12 ml Kulturmedium mit 10% fotalem Kalbsserum tropfenweise 
wahrend drei Minuten verdGnnt, dann 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Zellen wurden 
durch Zentrifugation gesammelt und in 150 ml Kulturmedium mit 20% fotalem Kalbsserum, Thymidin (1,6 x 
10-5M), Hypoxanthin (10~ 4 M) und Aminopterin (4 x 10~ 7 ) (in der Folge 'HAT-Medium" genannt) 
suspendiert. Je 0,1 ml dieser Suspension wurden in die Vertiefungen einer Zellkultur-Platte pipettiert, in die 
am Vortag peritoneale Zellen eingesetzt worden waren (siehe oben); die Platten wurden drei Tage inkubiert. 
0,075 ml HAT-Medium wurden zugegeben, anschlieflend wurden die Kulturen weitere 8 Tage inkubiert. Alle 
Inkubationen der Zellkulturen wurden bei 37* C in einer wasserdampf-gesattigten Atmosphare von 5% C0 2 
in Luft ausgefGhrt. 
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3. Screening nach Hybidomen, die Antikorper gegen VAC-a produzieren. 

Das Screening wurde mit Hiife eines Enzym-lmmuntest durchgefuhrt. Die Vertiefungen einer fur Enzy'm- 
Immuntests geeigneten Mikrotiter-Platte wurden mit VAC-a beschichtet (0,005 mg/ml in 0,1 M 

5 Natriumkarbonat-Puffer pH 9,6; uber Nacht bei 2-8* C Oder eine Stunde bei 37* C). Die Losung wurde 
entfernt und.ie Platten wurden einmai mit deionisiertem Wasser gewaschen. Freie Protein-Bindungsstellen 
wurden mit einer Losung von Rinderserum-Albumin (5u/ml in isotoner phosphat-gepufferter Kochsalziosung 
pH 7,2 [PGS]) eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert, anschlieflend einma! mit Wasser gewaschen. In 
jede Vertiefung wurden 0,1 ml Hybridom-Oberstand zugegeben und 2-3 Stunden bei Raumtemperatur 

10 inkubiert. Anschlieflend wurden die Oberstande entfernt, die Vertiefungen wurden dreimal mit Wasser gewa- 
schen. 0,05 ml einer Losung von mit Meerrettich-Peroxidase konjugierten Kaninchen-Antikorpern gegen 
Maus-lmmunglobuiine (Dakopatts, ^Copenhagen, Danemark. Katalognummer P161; 1:2000 in PGS mit 5 
mg/ml Rinderserumalbumin wurden zugegeben und drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, an- 
schlie/tend dreimal mit Wasser gewaschen. 0,1 mi einer frisch hergestellten Mischung gleicher Volumina 

15 von Losungen von ortho-Phenylendiamin (8,65 mg/ml in 0.1 M Kaiiumzitrat pH 5), Natrium Perborat (3,75 
mg/ml in 0,1 M Kaiiumzitrat pH 5) und Wasser wurden zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden 0,1 ml 4 N. H 2 SCU zugegeben. Die optische Dichte der Losungen wurde in einem 
Mehrkanal-Photometer fQr Mikrotiter-Platten bei 492 nm bestimmt. Zellkultur-Medium mit 20% fotalem 
Kalbsserum wurde ais negative Kontrolle, Serum der immunisierten Maus (in PGS mit 5 mg/ml Rinderseru- 

20 malbumin verdunnt) als positive Kontrolle verwendet KulturQberstande ailer Hybridom-Kulturen wurden in 
zwei unabhangigen Tests 11 bzw. 13 Tage nach der Zellfusion getestet. Kulturen, die in beiden Tests ein 
positives Signal gaben, wurden in weiteren Screening-Test untersucht, in denen sowohl unbeschichtete als 
auch mit VAC-ot beschichtete Testplatten eingesetzt wurden. Zwei der Kulturen gaben wiederholt positive 
Ergebnisse mit beschichteten, nicht aber mit unbeschichteten Platten. Die Ergebnisse sind in der folgenden 

25 Tabelle zusammengefa!3t: 
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Probe optische Dichte bei 492 nm 



Experiment 1 Experiment 2 



beschichtet beschichtet 

unbeschichtet unbeschichtet 



Mausserum 1: 100 0,291 0,152 1,735 0,475 

Hybridom VAA-8 1,061 0,102 1,169 0,108 

Hybridom VAA-9 0,552 0,187 0,387 0,109 

Negative Kontrolle 0,032 0,031 0,071 0,055 
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Beispiel 16: 

5 Herstellung der Expressionsvektoren pRH28l/n und pRH28l/nt (n = 5,6,7,8,9) 

Der in der EPA Nr. 186 098 beschriebene Expression svektor pRH100 hat verschiedene Nachteile: 
a) konstanter und nicht optimaler . Abstand zwischen ribosomaler Bindungsstelle (RBS) und 
Translationsstart-ATG 
w b) Zwischen RBS und ATG gibt es einige C's und G's 

c) die -35 Region des Serratia marcescens trp Promotors ist verglichen mit der E.coli Sequenz nicht 
optimal (TTGACT statt TTGACA) 

d) die EcoRI-Stelle vor dem Promotor ist QberflUssig. 

Es wurde ein Satz von Oligonukleotiden mit folgender Sequenz synthetisiert: 

:Trp-l-> : :Trp-3-> 

AATTGACGCTGATGGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACATTGCC 
20 CTGCGACTACCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTGTAACGG 

<-Trp-2: : 

: — >Translcr iptionsstart 
: :Trp-5-> 

TTCGCGAACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCTCGAGACGGTAAGG 
AAGCGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGAGCTCTGCCATTCC 

<-Trp-4:: 

RBS 

SstI Clal 
EcoRI 
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AGGTTTAATATGAGCTCGAATTCAT 
TCCAAATTATACTCGAGCTTAAGTAGC 

<-Trp-6 : 

RBS Trans 1 at ionsst art -ATG 

: n=5 : 



Jeweils 100 pMol der Oligonukleotide Trp-2, Trp-3 t Trp-4 und Trp- 5 wurden in 10 nl phosphoryliert. 
Nach der Reaktion wurden aquimolare Mengen (je 100 pMol) Trp-I.und Trp-2, Trp-3 und Trp-4 sowie.Trp-5 
und Trp-6 vereint, auf 100*C erhitzt und durch langsames Abkuhien hybridisiert. Die Oligonukleotidpaare 
wurden vereint und in 55 ul ligiert pAT153 wurde mit EcoRI und Clal doppelt geschnitten und das gro/te 
Vektorfragment isoliert. 50 ng pATl53 Fragment wurden mit 20 pMol synthetischer Promotor DNA in 20 til 
ligiert. Kompetente E.coli HB101 wurden mit dem entstandenen Plasmid transformiert. Von den entstande- 
nen Kolonien wurden einige ausgesucht. die Plasmid DNA isoliert und der Bereich der eingefGgten DNA 
durch Sequenzieren uberprDft. Ein Plasmid wurde ausgewahlt und mit pRH281/5 bezeichnet, wobei 5 die 
Zahi der Nukleotide zwischen der RBS und dem Translation sstart- ATG symbolisiert. 

Ausgehend von diesem Expressionsvektor wurde das Xhol-Sstl Insert durch folgende Oligonukleotid- 
55 paare wie oben beschrieben ersetzt: 
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a) 



TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAATATGAGCT 
CTGCCATTCCTCCAAATTTATAC 



Trp-9 
Trp-10 



b) 



TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAATAATGAGCT 
CTGCCATTCCTCCAAATTTATTAC 



Tcp-11 
Trp-12 



c) 



TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAAATAATGAGCT 
CTGCCATTCCTCCAAATTTTATTAC 



Trp-13 
Trp-14 



d) 



TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAAAATAATGAGCT 
CTGCCATTCCTCCAAATTTTTATTAC 



Trp-15 
Trp-16 



Die resultierenden Expressionvektoren wurden pRH281/6 pRH281/7, pRH281/8 und pRH281/9 bennant 
Diese neuen Expressionsvektoren weisen folgende Eigenschaften auf: 

a) die originate EcoRI-Stel!e von pAT153 wurde zerstort.. 

b) die -35 Region des Serratia marcescens Promotors ist jener des trp-Promotors aus E.coli 
angepatft. 

c> vor der artifiziellen ribosomalen Bindungsstelle befindet sich eine singulare Xhol-Stelfe, die das 
Einbringen einer anderen RBS erlaubt. 

d) Das G des Tanslationsstart-ATG ist die erste Base einer Sst I ( =Sacl) Stelle. Durch Schnitt nit Sstl 
und anschlieflendem Abbau des 3' Oberhanges entsteht ein gerades Ende, an das eine beliebige cDNA 
Oder ein Gen ligiert werden kann. Beginnt diese mit der ersten Base des zu translatierenden Beretchs. 
erfolgt eine korrekte Transkription und Translation in E.coli.* 

e) 3'seitig dieser Sstl Stelle befinden sich eine singulare EcoRi. Clal und Hindlll Stelle, die fQr ein 
gerichtetes Klonieren einer zu exprimierenden DNA verwendet werden kann. Auflerdem konnen auch die 
singularen Schnittsteilen im Tetracyclln Resistenzgen zu diesem Zweck gebraucht werden. 

f) Die Variation /5 bis /9 erlaubt den optimalen Abstand zwischen RBS und ATG fur das jeweilige 
Gen zu bestimmen. 

Manchmal ist es fur eine optimafe Expression und fur die Stabilitat des Plasmides notif t hinter das 
exprimierte Gen einen Transkriptionsterminator zu setzen (R.Gentz et al M Proc.Nati.Acad.Sci.USA 78 (1981), 
4936-4940). Das Hindlll-Sall Fragment des pRH281/5 wunje durch Doppelverdau herausgeschnitten. Das 
fehlende StQck wurde durch ein den phoA Transkriptionsterminator (H.Shuttleworth et al. v NucL Acids Res. 
14 (1986), 8689; C.N.Chang et al„ Gene 44 (1986), 121-125) enthaltendes Oligonukleotidpaar ersetzt: 



:EBI-456-> 



AGCTTGGATCCGTCGACCGCGCCCGGCAGTGAATTTTCGCTGCCGGGTGG 
ACCTAGGCAGCTGGCGCGGGCCGTCACTTAAAAGCGACGGCCCACC 



BamHI 



Hindlll 



Sail 
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TTTTTTTGCTGC 
AAAAAAACGACGAGCT 
<-EBI-459: 

10 pMol des hybridisierten Oligonukleotidpaares wurden mit 100 ng Hindlll-Sall doppelt geschnittenen 
pRH281/5 Vektorteil in 20 ul ligiert. Nach Transformation von E.coli HB101, Isolierung der Plasmid-DNA 
einiger Kolonien und deren Sequenzuberprufung wurde ein Plasmid ausgewahlt und mit pRH281/5T 
bezeichnet 

In analoger Weise wie oben beschrieben wurde aus diesem Plasmid die Reihe pRH281/6T, pRH281/7T, 
pRH281/8T und pRH281/9T unter Verwendung der Oligonukleotide Trp-9 bis Trp-16 hergestellt. 



Beispiei 17: 



. Mutanden des VAC-aipha 

Folgende Mutationen wurden an der VAC-aipha DNA durchgefuhrt (die Aminosaurenummerierung und 
die Basennummerierungen beziehen sich auf die Figur 4): 

a) Verkleinerung des VAC-Molekuls: VAC-aipha besitzt eine vierfach repetierte 67/68 AminosSuren 
lange Sequenz mit einer singuiaren N-terminalen Extension (Fig.6). Drei verkurzte Formen wurden herge- 
stellt: 

i) Deletion der Aminosauren 2 bis 18: Eliminierung der singuiaren N-terminalen Extension, Met-1 
sitzt vor Ala-1 9. 

ii) Deletion der dritten und vierten Repeat: das Arg-161 Codon wurde zu einem Stopcodon mutiert. 

iii) Deletion der N-terminalen singuiaren Extension, sowie der ersten und zweiten Repeat Met-1 
sitzt vor Ala-165. 

b) Ein moglicher Angrrffspunkt beim proteolytischen Abbau des VAC-aipha stellt vielleicht das Arg- 
161 dar. Diese Aminosaure wurde daher mutiert: 

i) Arg-161 zu Glu-1 61. 

ii) Arg-161 zu Gin-161. 

c) Durch Einbau einer Faktor Xa-Schnittstelle zwischen der zweiten und dritten Repeat kann vielleicht 
ein der Inhibition der Koaguiationskaskade entkommender Faktor Xa an VAC gebunden werden und/oder 
dieses sogar in zwei funktioneile Halften zerlegen, und so die Wirksamkeit von VAC-aipha erhohen. Es 
wurde daher folgende Mutation durchgefuhrt: Asp-168 zu Glu-168, Glu-169 zu Gly-169 und Ala-170 zu Arg- 
170. Daraus ergibt sich die Faktor Xa Erkennungssequenz lle-Glu-Gly-Arg. 

d) Urn die Frage der Wichtigkeit des Cysteins-316 fUr die biologische Wirksamkeit zu beantworten, 
und zugleich seine Beteiligung an der Dimerenbildung zu QberprOfen, wurde 

i) Cys-316 zu Ser-316 und 

ii) Cys-316 zu Val-316 
mutiert. ...... 

e) Um den Einflu/3 der N-terminalen Extension zu studieren, wurde diese Extension (Ala-2 bis Ala- 19) 
ersetzt durch die jeweiiigen N-Termini aus Lipocortin I, Calpactin I und VAC-beta. 

Als erster Schritt wurde aus dem Expressionsvektor pRH291 der Expressionsvektor pGN10 hergestellt. 
Dieser Expressionsvektor besitzt die Phagen Lambda ell RBS an Stelle der in pRH291 verwendeten STII- 
RBS. pRH291 wurde mit Xhol und Kpn! doppelt geschnitten. Das grofle Fragment wurde isoliert. 40 pMol 
des Oligonukleotidpaars EBI-725/EBI-727 mit folgender Sequenz: 

EBI-725 TCGAGTT ATCT AAGG AAATACTTAC AT ATGGCAC AGGTTCTC AG AGGTAC 
EB I - 7 2 7 CAATAGATTCCTTTATG AATGTATACCGTGTCC AAGAGTCTC 

Xhol RBS ATG Kpnl 
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wurden in 6 m hybridisiert und anschlieflend mit ca. 200 ng pRH291/gro/3es Fragment in 20 til Losung 
E' a h !; C °" HB1 ° 1 WUrde " transform, 'ert. Von den entstandenen Ampicillin- resistenten 
Kolon.en wurden die Plasmide einiger Klone isoliert und die Sequenz des neuen Stiicks DNA uberpriJft Ein 
Klon wurde ausgewahit mund mit pGN10 bezeichnet. 

Ms Vorbereitung fOr die Mutagenesereaktionen wurde aus pGN10 das Pvull-Sphl Fragment isoliert 

2 l,lr n ?T '^, P A h ° A r r ° m0ter Te "' Sph ' in der nicht tr ans'atierten Region der VAC-alpha cDNA. Das 
die VAC-alpha cDNA enthaltende Fragment wurde gereinigt und in die Smal/Sphl doppelt geschnittene 
Doppelstrangform des M13m P 18 kloniert. Von den entstandenen Plaques nach Transformation von EcoH 
JM101 wurde eine ausgewahit. und die M13/VAC-alpha Einzelstrang DNA in groflerem Maflstab prapariert 

Die Mutat.onsreaktionen wurden mit Hilfe des "Oligonucleotide- directed in vitro mutagenesis system" 
(Amersham, code RPN.2322) unter genauer Einhaltung des beigefugten Protokolls durchgeftihrt. 

Nach der SequenztiberprUfung der enstandenen Mutanten wurde die entsprechende Doppelstrangform 
der rekomb.nan en M13mp8/VAC-alpha Phagen-DNA in Form einer Plasmid Minipraparation isoliert Z 
Ausnahme der Mutation mit EBI-977 (Cla.-Stel.e auf Nt.105-110) wurden diese DNAs mit Xhol und Sph 
doppelt geschnitten, und das die VAC-cDNA enthaltende Fragment isoliert. Ca. 50 ng dieses Fragments 

22^* p. " 9 ^ 0, t Ph ' d0PP9,t 9 eschnlttenem P RH 281/5 Vektorteil in 10 ttl Losung ligiert und das 
entstandene Plasmid m kompetente E.coli HB101 transformiert. Die Plasmide einiger resultierender Kolo- 
n en wurden isoliert und durch Restriktionsenzymverdau auf die Richtigkeit der Konstruktion uberpruft. 
Auflerdem wurde d.e letztendlich ausgewahlte Kolonie im Labormafistab fermentiert. und die Proteinoses 
Bakter.ums e.ner Westernblotanalyse unter Verwendung des Rabbit-anti-VAC- Antiserums unterzogen 
Die nachfolgende Tabelle gibt einen Oberblick Qber die hergestellten Mutanten: 

Mutations- resultierender Eigenschaf ten des neuen 
Oligo Expressionsvefctor Klons 

EBI-1051 pGN42 Deletion von Ala-2 bis 

Arg-18 

EBI-964 pGN29 Transla t ionss t op auf 

161 (Deletion von Arg-161 
bis Asp-320) 

EBI-1105 pGN43 Deletion von Ala-2 bis 

Asp- 16 4 
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EBI-1103 
EBI-1104 



pGN44 
PGN4 5 



Arg-161 zu Gln-161 
Arg-161 zu Glu-161 



15 



EBI-960 



EBI-961 
EBI-959 

EBI-977 



pGN3 0 



pGN41 
PGN46 

pGN3 1 



Faktor Xa-Schnit t s telle 
auf 167 bis 170 



Cys-316 zu Ser-316 
Cys-316 zu Val-316 

Clal-Stelle auf Nt.105 bis 110 



20 



Die Sequenzen der Mutationsoligos sind (5'— 3'): 



25 



30 



35 



40 



45 



EB I - 1 0 5 1 : CCGAAGAGTTTCTGCATCAGCC ATATGTAAGTATTTCCTT AG 

EB I - 9 6 4 : AATTCC AGC ATC AGGGTCTTAGTTAGCCTGAAGGAGAAC 

EB 1-1105: AGCTTCATC AATTCC AGCCATATGTAAGTATTTCC 

EBI-1103: AATTCCAGCATCAGGGTCCTGGTTAGCCTGAAGGAGAAC 

EBI-1104: AATTCCAGC ATCAGGGTCTTCGTTAGCCTG AAGGAGAAC 

EBI-960: GCCTGAGCATCTTGTTCAACTTGACGACCTTCAATTCCAGCA 

TCAGGGTCTCTG 

EB I - 9 6 1 : CGTTAGTCATCTTCTCCTGAGAGCAGCAGAAGAGC 

EBI-959 : CGTTAGTC ATCTTCTCCC ACGAGCAGCAGAAGAGC 

EBI-977: CAACAGAGTCAGGATCG ATTCCTCATCTGTGCCC 

Die angegebenen Sequenzen sind komplemetar zu der DNA-Sequenz in Figur 4, was durch die 
Klonierung der VAC-alpha cDNA in den M13mp18 bedingt ist 

Die mutierte DNA mit der Cial-Stelie auf Nt.105 bis 110 wurde mittels EcoRI-Hindlli Doppelverdau aus 
der Doppelstrangform des rekombinanten M13mp18 freigesetzt, tsoliert und in EcoRI-Hindlli doppelt ge- 
schnittenen Bluescribe M13+ (Stratagene, La Joila, Kalifomien, USA) kloniert Das entstandene Plasmid 
wurde pGN31 genannt. pGN31 wurde mit Clal und Xhol doppelt geschnitten, und das grofle Fragment 
isoliert. Durch Einsatz verschiedener Oligonukleotidpaare wurde der fOr Lipocortin I (K.-S. Huang et al. Cell 
46 (1986), 191-199). Calpactin I ( = Lipocortin II, K.-S. Huang et al. Cell 46 (1986), 191-199) und VAC-beta 
spezifische N- Terminus eingefUgt: 
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a) Lipocortin I-spezif ischer N-Terminus 

:EBI-972-> :Start Lipocortin 

TCGAGAGGTTGAGGTGATTTTATGGCAATGGTATCAGAATTCCTCAAGCA 
CTCCAACTCCACTAAAATACCGTTACCATAGTCTTAAGGAGTTCGT 



GGCCTGGTTTATTGAAAATGAAGAGCAGGAATATGTTCAAACTGTGAAGT 
CCGGACCAAATAACTTTTACTTCTCGTCCTTATACAAGTTTGACACTTCA 

: :EBI~977-> 

CATCCAAAGGTGGTCCCGGATCAGCGGTGAGCCCCTATCCTACCTTCAAT 
GTAGGTTTCCACCAGGGCCTAGTCGCCACTCGGGGATAGGATGGAAGTTA 
<-EBI-988: : 

:Fortset2ung VAC-alpha 
CCATCCTCGGATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCAC 
^GGTAGGAGCCTACGTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGTVACCCGTG 



AGATGAGGAAT 
TCTACTCCTTAGC 
<-EBI-982: 

JE 1 pMol EBI-978 und EBI-988 wurden gemeinsam in 6 ul phosphoryiiert. Die Reaktion wurde durch 
Erhitzen auf 100*C gestoppt, jeweils 1 pMol EBI-972 und EBI-982 zugesetzt, die Losung nochmals auf 
100* C erhitzt und langsam abgekQhlt. Die beiden Oligonukleotidpaare wurden durch Zugabe von Ligase 
miteinander ligiert. Danach wurde ca. 1 tig pGN31 Claf-Xhol grofles Fragment zugesetzt, das Volumen auf 
40 ul erweitert und ligiert. Nach der Transformation von kompetenten E.coli JM101 wurden einige Kolonien 
ausgesucht und deren Ptasmide gemafl dem Bluescribe-Protokoll von Stratagene mit Hilfe eines Helperpha- 
gen in Einzelstrang-DNA uberfUhrt und sequenziert. Eines der richtigen Plasmide wurde ausgewahlt und mit 
pGN32 bezeichnet. Mit Xhol und Hindlll (befindet sich hinter der Sphl-Stelle in der Multiklonierstelle des 
Bluescribe M13 + ) wurde das Insert aus dem Vektor geschnitten und gereinigt. pRH281/5 wurde ebenfalls 
mit Xhol und Hindlll doppelt verdaut und das Vektorfragment isoliert. 200 ng pGN32 Insert und etwa 50 ng 
pRH281/5-Vektorteil wurden in 20 ul ligiert. Die DNA wurde in E.coli HB101 transformiert. und die Plasmid- 
DNA einiger AmpicilKn-resistenter Klone durch Restriktionsenzymanalyse auf die Richtigkeit der Konstruk- 
tion uberpruft. Au/terdem wurde die letztendlich ausgewahlte Kolonie im Labormaflstab fermentiert und die 
Proteine des Bakteriums einer Westernblotanalyse unter Verwendung des Rabbit-anti-VAC- Antiserums 
unterzogen. Das resultierende Expressionsplasmid fur das Lipocortin l/VAOaipha-Hybrid wurde pGN35 
genannt 
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b) Calpactin I spezifischer N-Tecminus: 
:EBI-990-> Start Calpactin 

5 

TCGAGAGGTTGAGGTGATTTTATGTCTACTGTTCACGAAATCCTGTGCAA 
CTCCAACTCCACTAAAATACAGATGACAAGTGCTTTAGGACACGTT 

io 

GCTCAGCTTGGAGGGTGATCACTCTACACCCCCAAGTGCATATGGGTCTG 
CGAGTCGAACCTCCCACTAGTGAGATGTGGGGGTTCACGTATACCCAGAC 

15 <- 



::EBI-1001-> :Fortsetzung VAC-alpha 

20 

TCAAAGCCTATACTAACTTTGATGCTGAGCGGGATGCAGAAACTCTTCGG 
AGTTTCGGATATGATTGAAACTACGACTCGCCCTACGTCTTTGAGAAGCC 
EBI-985: : 

25 

AAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAAT 
TTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTTAGC 

<-EBI-994: 



30 



35 



Die Herstellung des rekombinanten Bluescribe M13+ Plasmids pGN33, seine Sequenzuberprufung und 
das Umkionieren in den Expressionsvektor pRH281/5 erfolgte analog zu der fOr das Lipocortin I - Hybrid be- 
schriebenen Prozedur. Das resultierende Expressionsplasmid (Calpactin lA/AC-alpha-Hybrid) wurde pGN36 
gennant. 
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c 

c) VAC-beta spezifischer N-Terminus: 
:EBI-987-> :VAC-beta Start 

TCGAGAGGTTGAGGTGATTTTATGGCCTGGTGGAAATCCTGGATTGAACA 
CTCCAACTCCACTAAAATACCGGACCACCTTTAGGACCTAACTTGT 

:VAC- 

GGAGGGTGTCACAGTGAAGAGCAGCTCCCACTTCAACCCAGACCCTGATG 
CCTCCCACAGTGTCACTTCTCGTCGAGGGTGAAGTTGGGTCTGGGACTAC 



20 



25 



alpha Portsetzuag 

CAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAAT 
GTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTTAGC 

<-EBI-989: 

Zur Herstellung dewekombinanten BluescribeMI 3 + Plasmids pGN34 wurde hier nur das Oligonukleo- 
tidpaar fle 1 pMol in 6 ul) durch Erhitzen und langsames Abkuhlen hybridisiert und anschlieflend wie oben 
in den Xhol-Clal doppelt geschnittenen pGN31 Vektor ligiert. Die Herstellung des Expressionsvektors 
PGN37 (VAC-betaA^AC-alpha-Hybrid in pRH281/5) erfolgte wie oben bescrtrieben. 

Anspruche 

1. DNA, kodierend fur ein Polypeptid/Protein mit im wesentlichen dem biologischen Eigenschaften der 
35 vascular-antikoagulierenden Proteine. " 

2. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, datf sie der Formel 
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ATG GCA CAG GTT CTC AGA GGC 
GAT GAG CGG GCT GAT GCA XXX 
TTG GGC ACA GAT GAG GAG AGC 
AGT .AAT GCT CAG CGC CAG GAA 
TTT GGC AGG GAT CTT CTG GAT 
AAA TTT GAA AAA TTA ATT GTG 
TAT GAT GCT TAT GAA CTG AAA 
AAT GAA AAA GTA CTG ACA GAA 
GAA CTG AGAJ3CC ATC AAA CAA 
AGC CTG GAA GAT GAC GTG GTG 
CGG ATG TTG GTG GTT CTC CTT 
GGA ATT GAT GAA GCT CAA GTT 
CAG GCT GGA GAA CTT AAA TGG 
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ACT GTG ACT GAC ITC CCT GGA TTT 
ACT CTT CGG AAG GCT ATG AAA GGC 
ATC CTG ACT CTG TTG ACA TCC CGA 
ATC TCT GCA GCT TTT AAG ACT CTG 
GAC CTG AAA TCA GAA CTA ACT GGA 
GCT CTG ATG AAA CCC TCT CGG CTT 
CAT GCC TTG AAG GGA GCT GGA ACA 
ATT ATT GCT TCA AGG ACA CCT GAA 
GTT TAT GAA GAA GAA TAT GGC TCA 
GGG GAC ACT TCA GGG TAC TAC CAG 
CAG GCT AAC AGA GAC CCT GAT GCT 
GAA CAA GAT GCT CAG GCT TTA TTT 
GGG ACA GAT GAA GAA AAG TTT ATC 
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ACC ATC TTT GGA ACA CGA AGT GIG TCT CAT TTG AGA AAG GTG TTT 
GAC AAG IAC ATG ACT ATA TCA GGA TTT CAA ATT GAG GAA ACC ATT 
GAC CGC GAG ACT TCT GGC AAT TTA GAG CAA CTA CTC CTT GCT GTT 
GTG AAA TCT ATT CGA AGT ATA CCT GCC TAC CTT GCA GAG ACC CTC 
TAT TAT GCT ATG AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 
AGA GTC ATG GTT TCC AGG AGT GAG ATT GAT CTG TTT AAC ATC AGG 
. AAG GAG TTT AGG AAG AAT TTT GCC ACC TCT CTI TAT TCC ATG ATT 
AAG. GGA GAT ACA TCT GGG GAC TAT AAG AAA GCT CTT CTG CTG CTC 
TGT GGA GAA GAT GAC TAA 

entspricht. wobei XXX fiir GAA oder GAC steht und degenerierte Former, dieser DNA 
3. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl sis der Formal 



ATG GCC TGG TGG AAA GCC TGG ATT' GAA CAG GAG GGT GTC ACA GTG 
3S AAG AGC AGC TCC CAC TTC AAC CCA GAC CCT GAT GCA GAG ACC CTC 

TAC AAA GCC -ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG CAG GCT ATC ATC 
GAT GTG CTC ACC AAG AGA AGC AAC ACG CAG CGG CAG CAG ATC GCC 
AAG TCC TTC AAG GCT CAG TTC GGC AAG GAC CTC ACT GAG ACC TTG 
AAG TCT GAG CTC AGT GGC AAG TTT GAG AGG CTC ATT GTG GCC CTT 
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ATG TAT CCG CCA TAC AGA TAC GAA GCC AAG GAG CTG CAT GAC GCC 
ATG AAG GGC TTA GGA ACC AAG GAG GGT GTC ATC ATT GAG ATC CTG 
GCC TCT CGG ACC AAG AAC CAG CTG CGG GAG ATA ATG AAG GCG TAT 
GAG GAA GAC TAT GGG TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA GCA GAC 
ACA AGT GGC TAC CTG GAG AGG ATC CTG GTG TGC CTC CTG CAG GGC 
AGC AGG GAT GAT GTG AGC AGC TTT GTG GAC CCG GCA CTG GCC CTC 
CAA GAC GCA CAG GAT CTG TAT GCG GCA GGC GAG AAG ATT CGT GGG 
ACT GAT GAG ATG AAA TTC ATC ACC ATC CTG TGC ACG CGC AGT GCC 
ACT CAC CTG CTG AGA CXG TTT GAA GAG TAT GAG- AAA ATT GCC AAC 
AAG AGC ATT GAG GAC AGC ATC AAG AGT GAG ACC CAT GGC TCA CTG 
GAG GAG GCC ATG CTC ACT GTG GTG AAA TGC ACC CAA AAC CTC CAC 
AGC TAC TTT GCA GAG AGA CTC TAC TAT GCC ATG AAG GGA GCA GGG 
ACG CGT GAT GGG ACC CTG ATA AGA AAC ATC GTT TCA AGG AGC GAG 
AIT GAC TTA AAT CTT ATC AAA TGT CAC TTC AAG AAG ATG TAC GGC 
AAG ACC CTC AGC AGC ATG ATC ATG GAA GAC ACC AGC GGC GAC TAC 
AAG AAC GCC CTG CTG AGC CTG GTG GGC AGC GAC CCC TGA 



entspricht und degenerierte Formen dieser DNA. 
50 4. DNA nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, dafl sie der Formal 
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ATG GCA CAG GTT CTC AGA GGC ACT GIG ACT GAC *TTC CCT GGA TTT 
GAT GAG CGG GCT GAT GCA XXX ACT CTT CGG AAG GCT ATG AAA GGC 
TTG GGC ACA GAT GAG GAG AGC ATC CTG ACT CTG TTG ACA TCC CGA 
AGT AAT GCT CAG CGC CAG GAA ATC TCT GCA GCT ITT AAG ACT CTG 
TTT GGC AGG GAT CTT CTG GAT GAC CTG AAA TCA GAA CTA ACT GGA 
AAA TTT GAA AAA TTA ATT GTG GCT CTG ATG AAA CCC TCT CGG CTT 
TAT GAT GCT TAT GAA CTG AAA CAT GCC TTG AAG GGA GCT GGA ACA 
AAT GAA AAA GTA CTG ACA GAA ATT ATT GCT TCA AGG ACA CCT GAA 
GAA CTG AGA GCC ATC AAA CAS* GTT TAT GAA GAA GAA TAT GGC TCA 
AGC CTG GAA GAT GAC GTG GTG GGG GAC ACT TCA GGG TAC TAC CAG 



CGG ATG TTG GTG GTT CTC CTT CAG GCT AAC AGA 

entspricht, wobei gegebenenfalls XXX fur GAA oder GAC steht und/oder nach dem letzten AGA ein Stop- 
35 Codon steht und degenerierte Formen dieser DNA. 

5. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekenn2eichnet, da/3 sie der Forme! 



GGA ATT GAT GAA GCT CAA GTT GAA CAA GAT GCT CAG GCT TTA TTT 
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GAC CCT GAT GCT 
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CAG GCT GGA GAA CTT AAA TGG GGG ACA GAT GAA GAA AAG TTT ATC 
ACC ATC TTT GGA ACA CGA AGT GTG TCT CAT TTG AGA AAG GTG TTT 
GAC AAG TAC ATG ACT ATA TCA GGA TTT CAA ATT GAG GAA ACC ATT 
GAC CGC GAG ACT TCT GGC AAT TTA GAG CAA CTA CTC CTT GCT GTT 
GTG AAA TCT ATT CGA AGT ATA CCT GCC TAC CTT GCA GAG ACC CTC 
TAT TAT GCT ATG AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 
20 AGA GTC ATG GTT TCC AGG AGT GAG ATT GAT CTG TTT AAC ATC AGG 

AAG GAG TTT AGG AAG AAT TTT GCC ACC TCT CTT TAT TCC ATG ATT 

25 

AAG GGA GAT ACA TCT GGG GAC TJ& AAG AAA GCT CTT CTG CTG CTC 
TGT GGA GAA GAT GAC TAA 

30 

entspricht, wobei gegebenenfalls vor dem ersten GAC ein Initiationscodon steht und degenerierte Formen 
dieser DNA. 

6. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl sie der Formel 

35 

ATG GCC TGG TGG AAA GCC TGG ATT GAA CAG GAG GGT GTC ACA GTG 
AAG AGC AGC TCC CAC TTC AAC CCA GAC CCT GAT GCA GAG ACC CTC 
TAC AAA GCC ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG CAG GCT ATC ATC 
GAT GTG CTC ACC AAG AGA AGC AAC ACG CAG CGG CAG CAG ATC GCC 
AAG TCC TTC AAG GCT CAG TTC GGC AAG GAC CTC ACT GAG ACC TTG 
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10 



IS 



20 



25 



AAG TCT GAG CTC AGT GGC AAG TTT GAG AGG CTC ATT GTG GCC CTT 
AIG TAT CCG CCA TAC AGA TAC GAA GCC AAG GAG CTG CAT GAC GCC 
ATG AAG GGC TTA GGA ACC AAG GAG GGT GTC ATC ATT GAG ATC CTG 
GCC TCT CGG ACC AAG AAC CAG CTG CGG GAG ATA ATG AAG GCG TAT 
GAG GAA GAC TAT GGG TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA GCA GAC 
ACA AGT GGC TAC CTG GAG AGG ATC CTG GTG TGC CTC CTG CAG GGC 
AGC AGG 

entspricht, wobei gegebenenfalls nach dem letzten AGG ein Stopcodon steht und degenerierte Formen 
dieser DNA. 

7. DNA nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB sie der Formel 

GAT GAT GTG AGC AGC TTT GTG GAC CCG GCA CTG GCC CTC 
30 CAA GAC GCA CAG GAT CTG TAT GCG GCA GGC GAG AAG ATT CGT GGG 

ACT GAT GAG ATG AAA TTC ATC ACC ATC CTG TGC ACG CGC AGT GCC 
ACT CAC CTG CTG AGA GTG TTT GAA GAG TAT GAG AAA ATT GCC AAC 
AAG AGC ATT GAG GAC AGC ATC AAG AGT GAG ACC CAT GGC TCA CTG 
GAG GAG GCC ATG CTC ACT GTG GTG AAA TGC ACC CAA AAC CTC CAC 
"5 AGC TAC TTT GCA GAG AGA CTC TAC TAT GCC ATG AAG GGA GCA GGG 

ACG CGT GAT GGG ACC CTG ATA AGA AAC ATC GTT TCA AGG AGC GAG 
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ATT GAC TTA AAT CTT ATC AAA TGT CAC TTC AAG AAG ATG TAC GGC 



AAG ACC CTC AGC AGC ATG ATC ATG GAA GAC ACC AGC GGC GAC TAC 



AAG AAC GCC CTG CTG AGC CTG GTG GGC AGC GAC CCC TGA 



entspricht, wobei gegebenfalls vor dem ersten GAT ein Initiationscodon steht und degenerierte Formen 
dieser DNA. 

8. DNA nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da/3 in den Abschnitt, der fur die 
Linker-Sequenz zwischen der zweiten und dritten Repeat-Struktur kodiert, ein Oligonukleotid eingefUgt wird, 
das fur eine Erkennungssequenz einer spezifischen Protease kodiert. 

9. DNA nach einem der Anspruche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, datf das fUr Arginin + 161 (VAC- 
a) bzw. +167 (VAC-/3) kodierende Triplett ersetzt wird durch ein Codon, das fur eine Aminosaure kodiert, 
die nicht von Trypsin als bevorzugte Spaltstelle erkannt wird, beispieisweise fOr Histidin. 

10. DNA nach einem der Ansprtiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi die fur Lysin und/oder 
Arginin kodierenden Tripletts gezielt ersetzt werden durch Tripletts, die fur Histidin kodieren. 

11. DNA nach einem der Anspruche 1 bis 3 und 5 bis 10, dadurch gekennzeichnet. da& das Oder 
gegebenenfaiis die fur Cystein kodierenden Tripletts ersetzt wird/werden durch fur Serin oder Vaiin 
kodierende Tripletts. 

12. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ sie fiir ein Polypeptid/Protein mit Repeat- 
Bereichen kodiert. 

13. DNA nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dajS sur fur eine der Repeat-Bereiche kodiert. 

14. DNA^nach einem der Anspruche 1 bis 13. dadurch gekenrlSeichnet, dafl die fur die vollstandigen 
Repeats kodierenden Bereiche umgeordnet sind. 

15. DNA nach einem der Ansrpuche 1-14, dadurch gekennzeichnet, da/J die fur die 17 Aminosauren der 
konservierten Region kodierenden Bereiche modifiziert sind. 

16. DNA nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dafl die fur die 17 Aminosauren 
der konservierten Region kodierenden Bereiche vollstandig oder teilweise ersetzt werden 

a. bei den VAC-Proteinen durch Bereiche, die die entsprechenden Aminosauren bei den Lipocortinen 
kodieren, 

b. bei VAC-aifa durch Bereiche die die entsprechenden Aminosauren des VAC-beta kodieren und 
umgekehrt, 

c. bei Lipocortin I durch Bereiche, die die entsprechenden Aminosauren des Lipocortins II kodieren 
und umgekehrt, 

d. bei den Lipocortinen durch Bereiche, die die entsprechenden Aminosauren bei den VAC-Proteinen 
kodieren oder 

e. bei den Qbrigen Polypeptiden/Proteinen durch Bereiche. die die entsprechenden Aminosauren der 
jeweils anderen Polypeptide/Proteine kodieren. 

17. DNA nach einem der AnsprQche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet. dafi die Bereiche, die fQr das N- 
terminale Peptid kodieren ausgetauscht werden durch Oligonukleotide. die fQr das N-terminale Peptid eines 
der anderen, eine Repeat-Struktur aufweisenden Proteine kodiert. 

18. DNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet da/J dem N-terminalen 
5'-Ende eine fur den jeweiligen Wirt hornologe Signalsequenz vorangestellt 1st. 

19. DNA nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, da£ die Signalsequenz am 3- 
Ende eine spezifische Erkennungs-Spaltstelle fur eine Protease kodiert. 

20. DNA nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet. dai3 dem N-terminalen 5'-Ende 
eine fur einen Fusionsproteinanteil kodierende Sequenz vorangestellt ist 

21 . DNA nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, da/3 die fUr den Fusionsprotei- 
nanteil kodierende DNA am 3'-Ende eine spezifische Erkennungs-Spaltstelle fGr eine Protease kodiert. 

22. DNA, dadurch gekennzeichnet. da/3 sie ein Allel zu einer der in der vorhergehenden AnsprQchen be- 
schriebenen DNA darstellt. 

23. DNA, dadurch gekennzeichnet. dafl sie eine degenerative Form einer der in den vorhergehenden 
Anspruchen beschriebenen DNA darstellt oder dafl sie aus Kombinationen verschiedener vollstandiger - 
oder Teil-Sequenzen einer der vorhergehenden AnsprQche besteht, kodierend fur Hybridproteine im 
wesentlichen m,it vascular-antikoagulierenden Eigenschaften. 
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24 DNA dadurch gekennzeichnet, daB sie mit einem der DNA-Molekule nach einem der Anspruche 1 
bis 23 unter Bedingungen hybridisieren, die eine Homologie grower als 85%, vorzugsweise grofler als 90% 
erkennen lassen, wobei die DNA aus naturlichen, synthetischen Oder halbsynthetischen Ursprungs sein 
kann und mit den DNA-Molekiilen nach einem der Anspruche 1 bis 23 durch Mutation, Nukleotid- 
5 Substitutionen. Nukleotid- Deletionen. Nukieotid-lnsertionen und Nukleotid- Inversionen verwandt sein kann 
und fur ein Poiypeptid/ Protein mit im wesentlichen den biologischen Eigenschaften der vascular-antigoagu- 

lierenden Proteine kodiert. a 

25. DNA nach einem der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. dafl sie in emen Vektor 

eingefUgt ist. _, . . 

w 26. DNA nach Anspruch 25. dadurch gekennzeichnet. dafl die DNA nach einem der vorhergehenden 

Anspruche in einem Vektor in funktionelier Verbindung mit einer Expressionskontrollsequenz verknupft ist, 

in Mikroorganismen und Saugetierzellen replizierbar. 

27. DNA nach einem der Anspruche 25 Oder 26. dadurch gekennzeichnet. dafl der Vektor em Plasmid 

ist, replizierbar in Prokaryoten. t 
is 28. DNA nach einem der Anspruche 25 Oder 26. dadurch gekennzeichnet, dafl der Vektor ein Plasmid 

ist. replizierbar in Eukaryoten. 

29. DNA nach einem der Anspruche 25 Oder 26. dadurch gekennzeichnet, daB sie in Saugetierzellen 

replizierbar ist. 

30. Wirtsorganismus, dadurch gekennzeichnet, dafl er mit einer DNA nach einem der AnsprUche 25 bis 
20 29 transformiert ist. 

31. Wirtsorganismus nach Anspruch 30. dadurch gekennzeichnet, dafl er ein Prokaryot, vorzugsweise 
E.coli ist. 

32. Wirtsorganismus nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dafl er em Eukaryot ist 

33. Wirtsorganismus nach Anspruch 30. dadurch gekennzeichnet, dafl er eine Saugetierzellinie ist. 

25 34. Verfahren zur Hersteliung von DNA-Molekulen die fur Polypeptide/Proteine im wesentlichen mit den 
Eigenschaften der vascular antikoagulierenden Proteine kodieren, dadurch gekennzeichnet. 6a& man aus 
einer genomischen DNA-Bibliothek das fur dieses Poiypeptid kodierende Gen isoliert Oder aus der zu 
diesem Gen gehorenden mRNA eine komplementare fur dieses Poiypeptid kodierende DNA mit Hilfe des 
Enzyms Revese Transkiptase herstellt Oder dafl die fUr dieses Poiypeptid kodierende DNA mit Hilfe chemi- 

30 sch und/oder enzymatischer Verfahren hergestellt wird. 

35. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch. dadurch gekennzeichnet, dafi die DNA einer der in 
den Ansprtichen 1 bis 23 beschriebenen entspricht. 

36. Verfahren zur Hersteliung einer DNA nach einem der Anspruche 25 bis 29. dadurch gekennzeich- 
net. dafl man in eine mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen geschnittene Vektor-DNA eine mit entspre- 

35 chenden Enden versehene DNA einfUgt, die fQr ein Polypetid im wesentlichen mit den Eigenschaften der 
vaskularantlkoagulierenden Proteine kodiert. 

37. Verfahren zur Hersteliung einer DNA nach einem der AnsprOche 26 bis 29, dadurch gekennzeich- 
net. dafl man in eine mit Restriktionsendonukleasen geschnittene Vektor-DNA, die Expressionskontrollse- 
quenzen enthSIt, eine mit entsprechenden Enden versehen DNA, die fur eine Poiypeptid mit im wesentli- 

40 chen den Eigenschaften von vaskular-antikoagulierenden Proteinen kodiert. so einfugt, 6aB die Expressions- 
kontrollsequenzen die eingefugte DNA reguliert. 

38. Verfahren zur Hersteliung transformierter Wirtsorganismen nach einem der AnsprUche 30 bis 33. 
dadurch gekennzeichnet. dafl man den Wirtsorganismus mit einem der Vektoren nach einem der Anspruche 
25 bis 29 transformiert. 

45 39. Poiypeptid. im wesentlichen mit den Eigenschaften der vascular-antikoagulierenden Proteine. 

40. Poiypeptid nach Anspruch 39. dadurch gekennzeichnet. dafl es von einer DNA gemafl einem der 
Anspruche 1 bis 23 kodiert wird. 

41 . Poiypeptid nach Anspruch 39. dadurch gekennzeichnet. dafl es der Formel 
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1 5 10 15 

Met Ala Gin Val Leu Arg Gly Ihr Val Thr Asp Phe Pro Gly Phe 

20 25 30 

Asp Glu Arg Ala Asp Ala XX Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly 

35 40 45 

Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser He Leu Thr Leu Leu Thr Ser Arg 

50 55 60 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu lie Ser Ala Ala Phe Lys Thr Leu 

65 70 75 

Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp. Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly 

80 85 " 90 

Lys Phe Glu Lys Leu He Val Ala Leu Met Lys Pro Ser Arg Leu 

95 100 105 

Tyr Asp Ala Tyr Glu Leu Lys His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr 

110. _ . 115„ _ 120 

Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu He lie Ala Ser Arg Thr Pro Glu 

125 130 135 

Glu Leu Arg Ala He Lys Gin Val Tyr Glu Glu Glu Tyr Gly Ser 

140 145---- 150 

Ser Leu Glu Asp Asp Val Val Gly Asp Thr Ser Gly Tyr Tyr Gin 



155 160 .165 

Arg Met Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg Asp Pro Asp Ala 
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170 175 180 

Gly lie Asp Glu Ala Gin Val Glu Gin Asp Ala Gin Ala Leu Phe 

s 185 190 195 

Gin Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys Phe He 

200 205 210 
Thr lie Phe Gly Thr Arg Ser Val Ser His Leu Arg Lys Val Phe 



75 



20 



30 



■35 



40 



45 



215 220 225 

Asp Lys Tyr Met Thr He Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Thr He 

230 235 240 

Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asn Leu Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 



245 250 255 

Val Lys Ser lie Arg Ser He Pro Ala Tyr Leu Ala Glu Thr Leu 

260 265 270 

Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Thr Leu He 



275 280 285 

Arg Val Met Val Ser Arg Ser Glu He Asp Leu Phe Asn lie Arg 

290 295 300 

Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Thr Ser Leu Tyr Ser Met He 

305 310 ^15 

Lys Gly Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 

» 

320 

Cys Gly Glu Asp Asp * 

50 entsoricht wobei XX fur Glu Oder Asp steht und gegebenenfalls an Position 1 das Methionin abgespalten ist 
Snd P Z > Zt ^Position 2 gegeLenfaHs biockiert ist und/oder wobei 

durch beispielsweise intermolekulare DisulfidbrUcken zwischen den Cyste.nen an Position 316 vorl,egen. 
42. Polypeptid nach Anspruch 39. dadurch gekennzeichnet. daB es der Formel 

55 
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15 10 15 

Met Ala Trp Trp Lys Ala Trp lie Glu Gin Glu Gly Val Thr Val 

20 25 30 

Lys Ser Ser Ser His Phe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu Thr Leu 

35 40 45 

Tyr Lys Ala Met Lys Gly He Gly Thr Asa Glu Gin Ala He He 

50 55 60 

Asp Val Leu Thr Lys Arg Ser Asn Thr Gin Arg Gin Gin He Ala 

65 70 75 

Lys Ser Phe Lys Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Thr Leu 

80 85 90* 

Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Glu Arg Leu lie Val Ala Lejj. 

95 100 105 

Met Tyr Pro Pro Tyr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 

110 115 120 

Met Lys Gly Leu Gly Thr Lys Glu Gly Val He He Glu lie Leu 



125 130 135 

Ala Ser Arg Thr Lys Asn Gin Leu Arg Glu He Met Lys Ala Tyr 
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140 145 150 

Glu Glu Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp He Gin Ala Asp 

155 160 165 

Thr Ser Gly Tyr Leu Glu Arg He Leu Val Cys Leu Leu Gin Gly 

170 175 180 

Ser Arg Asp Asp Val Ser Ser Phe Val Asp Pro Ala Leu Ala Leu 

185 190 195 

Gin Asp Ala Gin Asp Leu Tyr Ala Ala Gly Glu Lys He Arg Gly 

200 205 210 

Thr Asp Glu Met Lys Phe He Thr He Leu Cys Thr Arg Ser Ala 

215 . 220 225 

Thr His Leu Leu Arg Val Phe Glu Glu Tyr Glu Lys He Ala Asn 

230 235 240 

Lys Ser He Glu Asp Ser He Lys Ser Glu Thr His Gly Ser Leu 

245 250 255 

Glu Glu Ala Met Leu Thr Val Val Lys Cys Thr Gin Asn Leu His 

260 265 270 

Ser Tyr Phe Ala Glu Arg Leu Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly 

275 280 285 

Thr Arg Asp Gly Thr Leu He Arg Asn He Val Ser Arg Ser Glu 

290 295 300 

He Asp Leu Asn Leu He Lys Cys His Phe Lys Lys Met Tyr Gly 



305 310 315 

Lys Thr Leu Ser Ser Met He Met Glu Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 
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320 325 
Lys Asn Ala Leu Leu Ser Leu Val Gly Ser Asp Pro * 

5 

entspricht, wobei gegebenenfalls an Position 1 das Methionin abgespalten ist und das Alanin an Position 2 
gegebenenfalls blockiert ist und/oder wobei gegebenenfalls intramolekulare DisuifidbrGcken zwischen den 
Cysteinen an den Positionen 161 und/oder 206 und/oder 250 und/oder 293 und/oder Aggregationen durch 
intermolekulare Disulfidbrucken zwischen den genannten Positionen vorliegen. 
w 43. Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dafl es der Formel 

1 5 .10 '15 

Met Ala Gin Val Leu Arg Gly Thr Val Thr Asp Phe Pro Gly Phe 

T5 

20 25 30 

Asp Glu Arg Ala Asp Ala XX Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly 

35 40 45 

Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser lie Leu Thr Leu Leu Thr Ser Arg 

50 55 60 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu ife Ser Ala Ala Phe Lys Thr Leu 

30 65 70 75 

Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly 



20 



25 



35 



40 



45 



50 
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80 85 90 

Lys Phe Glu Lys Leu lie Val Ala Leu Met Lys Pro Ser Arg Leu 

95 100 105 

Tyr Asp Ala Tyr Glu Leu Lys His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr 
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HO ' 115 120 

Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu He lie Ala Ser Arg Thr Pro Glu 

125 130 135 

Glu Leu Arg Ala He Lys Gin Val Tyr Glu Glu Glu Tyr Gly Ser 

140 145 150 

Ser Leu Glu Asp A3p Val Val Gly Asp Thr Ser Gly Tyr Tyr Gin 

JS 155 160 

Arg Met Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg 

2Q entspricht, wobei XX fOr Glu oder Asp steht und gegebenenfalls an Position 1 das Methionin abgespalten ist 
und das Alanin an Position 2 gegebenenfalls blockiert is und/oder wobei gegebenenfalls Aggregationen 
vorliegen. 

44. Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet. dafl es der Formel 

2S 

5 

X Asp Pro Asp Ala 

30 10 15 20 

Gly lie Asp Glu Ala Gin Val Glu Gin Asp Ala Gin Ala Leu Phe 



35 



40 



25 30 35 

Gin Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys Phe He 

40 45 50 

Thr He Phe Gly Thr Arg Ser Val Ser His Leu Arg Lys Val Phe 



55 60 65 

45 Asp Lys Tyr Met Thr He Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Thr He 



so 



ss 
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70 75 80 

Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asn Leu Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 

85 90 95 

Val Lys Ser lie Arg Ser lie Pro Ala Tyr Leu Ala Glu Thr Leu 

100 105 110 

Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Thr Leu He 

; 5 115 120 * 125 

Arg Val Met Val Ser Arg Ser Glu lie Asp Leu Phe Asn lie Arg 



130 135 140 

Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Thr Ser Leu Tyr Ser Met lie 

145 150 155 

Lys Gly Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 



160 

30 Cys Gly Glu Asp Asp * 

entspricht, wobei X.fur Methionin oder Wasserstoff steht und/oder wobei gegebenenfalls Aggregationen 
durch beispielsweise intermolekulare Disulfidbrucken zwischen den Cysteinen an Position 156 vorliegen. 
35 45. Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, da/3 es der Formel 

1 5 10 15 

Met Ala Trp Trp Lys Ala Trp He Glu Gin Glu Gly Val Thr Val 

40 

20 25 30 

Lys Ser Ser Ser His Phe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu" Thr Leu 

45 



50 
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35 40 45 

Tyr Lys Ala Met Lys Gly He Gly Thr Asn Glu Gin Ala lie lie 



10 



50 55 60 

Asp Val Leu Thr Lys Arg Sep Asn Thr Gin Arg Gin Gin lie Ala 

65 70 75 

Lys Ser Phe Lys Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Thr Leu 



75 



80 85 90 

Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Glu Arg Leu lie Val Ala Leu 



20 



95 100 105 

Met Tyr Pro Pro Tyr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 



25 



110 115 120 

Met Lys Gly Leu Gly Thr Lys Glu Gly Val He lie Glu He Leu 



30. 



125 130 135 

Ala Ser Arg Thr Lys Asn Gin Leu Arg Glu lie Met Lys Ala Tyr 



35 



140 145 150 

Glu Glu Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp He Gin Ala Asp 



40 



155 160 165 

Thr Ser Gly Tyr Leu Glu Arg lie Leu Val Cys Leu Leu Gin Gly 



Ser Arg 

46 

entspricht. wobei gegebenenfalls an Position 1 das Methionin abgespalten ist und das Aianin an Position 2 
gegebenenfalls blockiert is und/oder wobei gegebenenfalls Aggregationen durch beispielsweise intermoleku- 
iare Disulfidbrucken zwischen den Cysteinen an Position 161 vorliegen. 
so 46. Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dafl es der Forme! 
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5 10 

X Asp Asp Val Sep Ser Phe Val Asp Pro Ala Leu Ala Leu 

15 20 25 

Gin Asp Ala Gin Asp Leu Tyr Ala Ala Gly Glu Lys lie Arg Gly 

30 35 40 

Thr Asp Glu Met Lys Phe lie Thr lie Leu Cys Thr Arg Ser Ala 

45 50 55 

Thr His Leu Leu Arg Val Phe Glu Glu Tyr Glu Lys lie Ala Asn 

20 60 65 70 

Lys Ser He Glu Asp Ser He Lys Ser Glu Thr His Gly Ser Leu 



75 80 85 

Glu Glu Ala Met Leu Thr Val Val Lys Cys Thr Gln^Asn Leu His 

90 95 100 

Ser Tyr Phe Ala Glu Arg Leu Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly 

105 110 115 

Thr Arg Asp Gly Thr Leu He Arg Asn He Val Ser Arg Ser Glu 



120 125 130 

4 o He Asp Leu Asn Leu He Lys Cys His Phe Lys Lys Met Tyr Gly 

135 _ 140 145 

Lys Thr Leu Ser Ser Met He Met Glu Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 



150 155 160 

Lys Asn Ala Leu Leu Ser Leu Val Gly Ser Asp Pro * 



entspricht, wobei X fur Methionin Oder Wasserstoff steht und/oder wobei gegebenenfalls intramolekulare 
DisuffidbrOcken zwischen den Cysteinen an den Positionen 40 und/oder 84 und/oder 127 und/oder 
Aggregationen durch intermolekulare Disulfidbrucken zwischen den genannten Positionen vorliegen. 
55 47. Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspruche. vollig frei von homologen Polypeptiden. 

48. Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet daJ3 es ein 
Leader-Peptid enthalt. 

49. Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, 
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a. dafi es einen Fusionsproteinanteil enthalt und/oder 

b. da/3 es aus Teilbereichen der Polypeptide nach einem der vorhergehenden AnsprQche besteht 
(Hybridproteine) und/oder 

c. da/3 es als Dimeres, Trimeres, Tetrameres Oder Multimeres vorliegt 

5 50. Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden im wesentlichen mit den Eigenschaften der vascular- 

antikoagulierenden Proteine, dadurch gekennzeichnet dai3 

a. ein geeigneter Wirtsorganismus mit genetischen Informationen, kodierend fur ein VAC-Protein 
transformiert, 

b. die Information zur Produktion des VAC-Proteins im Wirtsorganismus exprimiert und 
w c. das VAC-Protein isoliert wird. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurchs gekennzeichnet da£ der Wirtsorganismus gemafl den 
Anspruchen 30 bis 33 definiert ist. 

52. Verfahren nach Anspruch 50 Oder 51 , dadurch gekennzeichnet. da/5 die genetischen Informationen 
in den DNA-MolekOlen gematf einem der AnsprQche 1 bis 29 enthalten sind. 

is 53. Verfahren nach einem der AnsprQche 50 bis 52, dadurch gekennzeichnet, dafl das VAC-Protein 
gemafl einem dor AnsprQche 39 bis 49 definiert ist. 

54. Polypeptid herstellbar nach einem der AnsprQche 50 bis 53. 

55. Pharmazeutisch tolerierbare Saize der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 Oder 54. 

56. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 zur therapeutischen 
20 Oder prophylaktischen Behandlung des menschlichen Oder tierischen Korpers. 

57. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 Oder 54 zur Herstellung 
pharmazeutischer Praparate. 

. 58. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 als blutgerinnungshem- 
mende Mittel. 

25 59. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 als antiinflammatorische 
Mittel. 

60. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 als antirheumatisches 
Mittel. 

61. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 in den fur die 
30 Lipocortine geltenden Indikationen. 

62. Verwendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Bereiche aufweisen als blutgerinnungshemmende 
Mittel. 

63. Verwendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Bereiche aufweisen ais Thrombin-inhibierendes 
Mittel. 

35' 64. Verwendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Bereiche aufweisen ais antiinflammatorische 
Mittel. 

65. Verwendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Bereiche aufweisen als antirheumatisches Mittel. 

66. Verwendung der Lipocortine als blutgerinnungshemmende Mittel. 

67. Verwendung der Lipocortine als Thrombin-inhibierende Mittel. 

40 68. Verwendung der Lipocortine in den fur die Proteine nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 
geltenden Indikationen. 

69. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 als Thrombin- 
inhibierende Mittel. 

70. Mittel zur therapeutischen Behandlung, dadurch gekennzeichnet, dai3 es neben pharmazeutisch 
45 inerten Tragerstoffen eine wirksame Menge eines Polypeptides nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 

54 enthalt. 

71. Hybrid-Zellinie, dadurch gekennzeichnet, dafl sie monoklonale Antikorper gegen eines der Polypep- 
tide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 sezerniert. 

72. Monoklonale Antikorper dadurch gekennzeichnet, dafl sie spezifisch die Wirkung der Polypeptide 
so nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 ganz oder teiiweise neutralisieren oder spezifisch an eines 

der besagten Polypeptide binden. 

73. Verwendung der monoklonalen Antikorper nach Anspruch 73 zur qualitativen und/oder quantitativen 
Bestimmung eines der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 

74. Verwendung der monoklonalen Antikorper nach Anspruch 73 zur Reinigung eines der Polypeptide 
55 nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 

75. Test Kit zur Bestimmung von Polypeptiden nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 dadurch 
gekennzeichnet dafl er monoklonale Antikorper nach Anspruch 73 enthalt. 
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76. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern nach Anspruch 73 dadurch gekennzeich- 
net, dafl Wirtstiere mit einem der Polypeptide nach einem der Anspruche 39 bis 49 Oder 54 immunisiert, B- 
Lymphozyten dieser Wirtsiere mit Myelomzellen fusioniert, die die monoklonalen Antikorper aus- 
scheidenden Hybrid-Zellinien subkloniert und in vitro Oder in vivo kiltiviert werden. 
5 77. Pharmazeutisch tolerierbare Addukte und kovalente Verbindungen zwischen den Polypeptiden nach 

einem der Anspruche 39 bis 49 Oder 54 mit einem inerten Trager, zur therapeutischen Oder prophylakti- 
schen Behandiung des menschlichen oder tierischen Korpers. 

78. Pharmazeutisch tolerierbare Addukte Oder kovalente Verbindungen zwischen den Polypeptiden nach 
einem der Anspruche 39 bis 49 oder 54 mit zum Beispiei Polyethylenglykol, zur therapeutischen oder 

70 prophyiaktischen Behandiung des menschlichen oder tierischen Korpers. 

79. Verwendung der Polypeptide nach einem der Anspruche 39 bis 49 oder 54 als blutkonservierende 
Mittel. 
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Tryptic peptide P16/II 

V7LYDAYELK 
5 • . . . UGGCUNUAUGAUGCNUAUGAA . . . 3 ' mRNA 
C C C G 

UUA 
G 

3' ACCGAAATACTACGAATACT 5' 

G G G G G . EBI - 387 

C C 
T T 

3* ACCAACATACTACGAATACT 5* 

T G G G G . EBI - 388 

C 
T 

Staph-A Peptide P20/ 1/6 0 ->n/Ti 

(Subfragment of the tryptic peptide P20/I) 

DD'VVGDTSGIYB 
5 • ... GAUGAUGUNGUNGGNGAUACN ... 3 ' mRNA 
C C c 



3 • CTACTACAACAACCACTATG 5 * 

G G G G G G 
C C C 
T T T 



EBI - 386 



FIG.1. 



BNSDOCID:<EP 0293567 A 1 I > 



EP 0 293 567 A1 



FIG. 2. 



Tryptic peptide P30/I 

X 1 P A Y V L " GAAaLcUNuIcuIcGCNaSgaL... V nvRNA 

G U U G 

UUA 
G 

3 . CTCTG I I A I AT I AT I CG I TACTT V EBI - 118 

V CTTTGI IAIATIATICGITACTT 5 EBI 119 
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VAC-alpha cDNA 



CCTGCTTCACCTTCCCCTGACCTGAGTAGTCGCT 

15 10 15 

Met Ala Gin Val Leu Arg G'ly Thr Vai Thr Asp Phe Pro Gly Phe 
ATG GCA CAG GTT CTC AGA GGC ACT GTG ACT GAC TTC CCT GGA TTT 45 

20 25 30 

Asp Glu Arg Ala Asp Ala Glu Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly 
GAT GAG CGG GCT GAT GCA GAA ACT CTT CGG AAG GCT ATG AAA GGC 90 

35 40 45 

Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser lie Leu Thr Leu Leu Thr Ser Arg 
TTG GGC ACA GAT GAG GAG AGC ATC CTG ACT CTG TTG ACA TCC CGA 135 

50 55 60 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu lie Ser Ala Ala Phe Lys Thr Leu 
AGf*AAT GCT CAG CGC CAG GAA ATC TCT GCA GCT TTT AAG ACT CTG 180 

65 70 75 

Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly 

TTT GGC AGG GAT CTT CTG GAT GAC CTG AAA TCA GAA CTA ACT GGA 225 

80 85 90 

Lys Phe Glu Lys Leu He Val Ala Leu Met Lys Pro Ser Arg Leu 
AAA TTT GAA AAA TTA ATT GTG GCT CTG ATG AAA CCC TCT CGG CTT 270 

95 100 105 

Tyr Asp Ala Tyr Glu Leu Lys His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr 
TAT GAT GCT TAT GAA CTG AAA CAT GCC TTG AAG GGA GCT GGA ACA 315 

110 115 120 

Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu lie He Ala Ser Arg Thr Pro Glu 
AAT GAA AAA GTA CTG ACA GAA: ATT ATT GCT TCA AGG ACA CCT GAA 360 

125 130 135 

Glu Leu Arg Ala He Lys Gin Val Tyr Glu. Glu Glu Tyr Gly Ser 
GAA CTG AGA GCC ATC AAA CAA GTT TAT GAA GAA GAA TAT GGC TCA 405 

140 145 150 

Ser Leu Glu Asp Asp Val Val Gly Asp Thr Ser Gly Tyr Tyr Gin 
AGC CTG GAA GAT GAC GTG GTG GGG GAC ACT TCA GGG TAC TAC CAG 450 



FIG. L/1 
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155 160 165 

Arg Met Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg Asp Pro Asp Ala 
CGG ATG TTG GTG GTT CTC CTT CAG GCT AAC AGA GAC CCT GAT GCT 495 

170 175 180 

Gly He Asp Glu Ala Gin Val Glu Gin Asp Ala Gin Ala Leu Phe 
GGA ATT GAT GAA GCT CAA GTT GAA CAA GAT GCT CAG GCT TTA TTT 540 

185 190 195 

Gin Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys Phe lie 
CAG GCT GGA GAA CTT AAA TGG GGG ACA GAT GAA GAA AAG TTT ATC 585 

200 205 210 

Thr He Phe Gly Thr Arg Ser Val Ser His Leu. Arg Lys Val Phe 
ACC ATC TTT GGA ACA CGA AGT GTG TCT CAT TTG AGA AAG GTG TTT 630 

215 220 225 

Asp Lys Tyr Met Thr He Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Thr He 
GAC AAG TAC ATG ACT ATA TCA GGA TTT CAA ATT GAG GAA ACC ATT 675 

230 235 240 

As* Arg Glu Thr Ser Gly Asn Leu Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 
GAC CGC GAG ACT TCT GGC AAT TTA GAG CAA CTA CTC CTT GCT GTT 720 

245 250 255 

Val Lys Ser He Arg Ser He Pro Ala Tyr Leu Ala Glu Thr Leu 
GTG AAA TCT ATT CGA AGT ATA CCT GCC TAC CTT GCA GAG ACC CTC 765 

260 265 270 

Tyr Tyr Ala Met. Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp Hts Thr Leu lie 
TAT TAT GCT ATG AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 810 

275 280 285 

Arg Val Met Val Ser Arg Ser Glu He Asp Leu Phe Asn He Arg 
AGA GTC ATG GTT TCC AGG AGT GAG ATT GAT CTG TTT AAC ATC AGG 855 

290 295 300 

Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Thr Ser Leu Tyr Ser Met He 
AAG GAG TTT AGG AAG AAT TTT GCC ACC TCT CTT TAT TCC ATG ATT 900 

305 310 315 

Lys Gly Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 
AAG GGA GAT ACA TCT GGG GAC TAT AAG AAA GCT CTT CTG CTG CTC 945 

320 

Cys Gly Glu Asp Asp * 

TGT GGA GAA GAT GAC TAA CGTGTCACGGGGAAGAGCTCCCTGCTGTGTGCCTG 998 



FIG. 4/2 
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CACCACCCCACTGCCnrrCCTTCAGCACCTTTAGCTGCATTTGTATGCCAGTGCTTAACA 1057 

CATTGCCTTATTCATACTAGCATGCTCATGACCAACACATACACGTCATAGAAGAAAAT 1116 

AGTGGTGCTTCTTTCTGATCTCTAGTGGAGATCTCTTTGACTGCTGTAGTACTAAAGTG 1175 

TACTTAATGTTACTAAGTTTAATGCCTGGCCATTTTCCATTTATATATATTTTTTAAGA 1234 

GGCTAGAGTGCTTTTAGCC 1T 1 1 1 1 AAAAACTCCATTTATATTACATTTGTAACCATGA 1293 

TACTTTAATCAGAAGCTTAGCCTTGAAATTGTGAACTCTTGGAAATGTTATTAGTGAAG 1352 

TTCGC AACTAAACT A AACCTGTAAAATTATGATG ATTGTATTCAAAAGATT AATGAAAA 14 1 1 

ATAAACATTTCTGTCCCCCTG-poIyA 1437 
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Sequenced VAC-peptides : comparison with sequence 

BrCN 22 

K G L G T D 

P18 P29/I 
GTVTDFPGFDER GLGTD 
MAQVLRGTVTDFPGFDERADAETLRKAMiCGLGTD 

10 20 30 



EES ILTLLTSXXNAQ 

P14 P15 P27 

EESIl. TLLTSH Q E I S A A F-K TLFGRDLL 

EES I LTt.LTSRSMAQRQEISAAFKTLFGR.DLL 
40 50 60 



BrCN 15 
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ALKGAGTNEKVLTET I 

P17 Pll/II P20/I 

ALfC VLTEI IASRTPEELR QVYE 

ALKGAGTNEKVLTEI IASRTPEELRA I KQVYE 
100 110 120 130 



P29/II 

EEYGSSLEDDVVGDTSGYYQRMLVVLLQANRD 
EEYGSSLEDDVVGDTSGYYQRMLVVLLQANRD 
140 150 160 

Pll/I 

W G T D E E K P23/I 
P25 F. 

PDAG I DEAQVXQXAQALFQA S7GTDEEKF 
PDAGIDEAQVEQDAQALFQAGELKVGTDEEKF 
170 180 190 

I T I F G T R 
I T I F G T 

ITIFGTRSVSHLRKVFDKYMTISGFQIEETID 
200 210 220 
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VAC-beta cDNA 

AGGCCTGCTCACTCCTCAGCTGCAGGAGCCAGACGTCTGGAGTCCCA 
GCAGAGGCCAACCTGTGTCTCTTCATCTCCGTGAGAAAGGTGCCCCCGAAGTGAAAGAG 

1 5 10 15 

Met Ala Trp Trp Lys Ala Trp lie Glu Gin Glu Gly Val Thr Val 
ATG GCC TGG TGG AAA GCC TGG ATT GAA CAG GAG GGT GTC ACA GTG 45 

20 25 30 

Lys Ser Ser Ser His Phe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu Thr Leu ■ 
AAG AGC AGC TCC CAC TTC AAC CCA GAC CCT GAT GCA GAG ACC CTC 90 

35 40 45 

Tyr Lys Ala Met Lys Gly He Gly Thr Asn Glu Gin Ala He lie 
TAC AAA GCC ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG CAG GCT ATC ATC 135 

50 55 60 

Asp Val Leu Thr Lys Arg Ser Asn Thr Gin Arg Gin Gin He Ala 
GAT GTG CTC ACC AAG AGA AGC AAC ACG CAG CGG CAG CAG ATC GCC 180 

65 » 70 75 

Lys Ser Phe Lys Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Thr Leu 
AAG TCC TTC AAG GCT CAG TTC GGC AAG GAC CTC ACT GAG ACC TTG 225 

80 85 90 

Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Glu Arg Leu lie Val Ala Leu 
AAG TCT GAG CTC AGT GGC AAG TTT GAG AGG CTC ATT GTG GCC CTT 270 

95 100 105 

Met Tyr Pro Pro Tyr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 
ATG TAT CCG CCA TAC AGA TAC GAA GCC AAG GAG CTG CAT GAC GCC 315 

110 115 120 

Met Lys Gly Leu Gly Thr Lys Glu Gly Val He He Glu He Leu 
ATG AAG GGC TTA GGA ACC AAG GAG GGT GTC ATC ATT GAG ATC CTG 360 

125 130 135 

Ala Ser Arg Thr Lys Asn Gin Leu Arg Glu He Met Lys Ala Tyr 
GCC TCT CGG ACC AAG AAC CAG CTG CGG GAG ATA ATG AAG GCG TAT 405 

140 145 150 

Glu Glu Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp lie Gin Ala Asp 
GAG GAA GAC TAT GGG TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA GCA GAC 450 



FIG. 7/1 
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155 160 165 

Thr Ser Gly Tyr Leu Glu Arg He Leu Val Cys Leu Leu Gin Gly 
ACA AGT GGC TAC CTG GAG AGG ATC CTG GTG TGC CTC CTG CAG GGC 495 

170 175 180 

Ser Arg Asp Asp Val Ser Ser Phe Val Asp Pro Ala Leu Ala Leu 
AGO AGG GAT GAT GTG AGC AGC TTT GTG GAC CCG GCA CTG GCC CTC 540 

185 190 195 

Gin Asp Ala Gin Asp Leu Tyr Ala Ala Gly Glu Lys He Arg Gly 
CAA GAC GCA CAG GAT CTG TAT GCG GCA GGC GAG AAG ATT CGT GGG 585 

200 205 210 

Thr Asp Glu Met Lys Phe He Thr He Leu Cys Thr Arg Ser Ala 
ACT GAT GAG ATG AAA TTC ATC ACC ATC CTG TGC ACG CGC AGT GCC 630 

215 220 225 

Thr His Leu Leu Arg Val Phe Glu Glu Tyr Glu Lys- He Ala Asn 
ACT CAC CTG CTG AG A GTG TTT GAA GAG TAT GAG AAA ATT GCC AAC 675 

230 235 240 

Lys Ser He Glu Asp Ser He Lys Ser Glu Thr His Gly Ser Leu 
AAG AGC ATT GAG GAC AGC ATC AAG AGT GAG ACC CAT GGC TCA CTG 720 

245 250 255 

Glu Glu Ala Met Leu Thr Val Val Lys Cys Thr Gin Asn Leu His . 
GAG GAG GCC ATG CTC ACT GTG GTG AAA TGC ACC CAA AAC CTC CAC 765 

260 265 270 

Ser Tyr Phe Ala Glu Arg Leu Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly 
AGC TAC TTT GCA GAG AGA CTC TAC TAT GCC ATG AAG GGA GCA GGG 810 

275 280 285 

Thr Arg Asp Gly Thr Leu He Arg Asn He Val Ser Arg Ser Glu 
ACG CGT GAT GGG ACC CTG ATA AGA AAC ATC GTT TCA AGG AGC GAG 855 

290 295 300 

He Asp Leu Asn Leu He Lys Cys His Phe Lys Lys Met Tyr Gly 
ATT GAC TTA AAT CTT ATC AAA TGT CAC TTC AAG AAG ATG TAC GGC 900 

305 310 315 

Lys Thr Leu Ser Ser Met He Met" Glu Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 
AAG ACC CTC AGC AGC ATG ATC ATG GAA GAC ACC AGC GGC GAC TAC 945 

320 325 
Lys Asn Ala Leu Leu Ser Leu Val Gly Ser Asp Pro * 
AAG AAC GCC CTG CTG AGC CTG GTG GGC AGC GAC CCC TGA GGCACAG 991 



FIG. 7/2 
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AAGAACAAGAGCAAAGACCATGAAGCCAGAGTCTCCAGCACTCCTCACTCAACCTCGGC 1050 

CATGGACGCAGGTTGGGTGTGAGGGGGGTCCCAGCCTTTCGGTCTTCTATTTCCCTATT 1109 

TCCAGTGCTTTCCAGCCGGGTTTCTGACCCAGAGGTGGAACCGGCCTGGACTCCTCTTC 1168 

CCAACTTCCTCCAGGTCATTTCCCAGTGTGAGCACAATGCCAACCTTAGTGTTTCTCCA 1227 

GCCAGACAGATGCCTCAGCATGAAGGGCTTGGGGACTTGTGGATCATTCCTTCCTCCCT 1286 

GCAGGAGCTTCCCAAGCTGGTCACAGAGTCTCCTGGGCACAGGTTATACAGACCCCAGC 134 5 

CCCATTCCCATCTACTGAAACAGGGTCTCCACAAGAGGGfiCCAGGGAATATGGGTTTTT 1404 

AACAAGCGTCTTACAAAACACTTCTCTATCATGCAGCCGGAGAGCTGGCTGGGAGCCCT 1463 

TTTGTTTTAGAACACACATCCTTCAGCAGCTGAGAAATGAACACGAATCCATCCCAACC 1522 

GAGATGCCATTAACATTCATCTAAAAAtGTTAGGCTCTAAATGGACGAAAAAtTCTCTC 1581 

GCCATCTTAATAACAAAATAAACTACAAATTCCTGACCCAAGGACACTGTGTTATAAGA 1640 

GGCGTGGGCTCCCCTGGTGGCTGACCAGGTCAGCTGCCCTGGCCTTGCACCCCTCTGCA 1699 

TGCAGCACAGAAGGGTGTGACCATGCCCTCAGCACCACTCTTGTCCCCACTGAACGGCA 1758 

ACTGAGACTGGGTACCTGGAGATTCTGAAGTGCCTTTGCTGTGGTTTTCAAAATAATAA 1817 

AGATTTGTATTC AACTC - po 1 y A 1834 



FIG. 7/3 
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Comparison of VAC-alpha and beta cDNA 

VA ATGGCACAGGTTCTCAGAGGCACTGTGACTGACTTCCCTGGA 42 

VB ATGGCCTGGTGGAAAGCCTG . ATTG . ACAGGAGG . T . T . . ■ . A AGAG . AG.T. CCAC 60 

VA TTTGATGAGCGGGCTGATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGAT 102 

VB . .CA..CCCAGACC G. .C. .CTAC. .A. .C G. .GA.C. .G. .CA.C 120 



VA GAGGAGAGCATCCTGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCTCAGCGCCAGGAAATCTCT 162 

VB . . . C . . GCT . . . A . CGA . G . . C . C . . CAAGA . . . . C . . CA . G G. . .C.G. . .G.C 180 

VA GCAGCTTTTAAGACTCTGTTTGGCAGGGATCTTCTGGATGACCTGAAATCAGAACTAACT 222 

VB AAGT.C. .C...G...A...C A. . .C. .CACT. .G.C.T G. .T. .G. .C.G. 240 

VA GGAAAATTTGAAAAATTAAJTGTGGCTCTGATGAAACCCTCTCGGCTTTATGATGCTIAT 282 

VB ..C.G G.GGC.C C. .T. . .T.T. .GC.ATACAGA. . C. .A. .CA.G 300 

VA GAACTGAAACATGCCTTGAAGGGAGCTGGAACAAATGAAAAAGTACTGACAGAAATTATT 342 

VB . .C . .CTG.C . .A CTTA. ....C.G. .GGGT. .CA.C.TT. .C .CC.G 360 

VA GCTTCAAGGACACCTGAAGAACTGAGAGCCATCAAACAAGTTTATGAAGAAGAATATGGC 402 

VB ..C.TC CAAGA. CC.G. . .CCAC .A. TGA.G.CG G C G 420 

VA TCAAGCCTGGAAGATGACGTGGTGGGGGACACTTCAGGGTACTACCAGCGGATGTTGGTG 462 

VB ..C C .C . .A.CCAA.CA AAGT . . C . . . CTGG . . A CC 480 

VA GTTCTCCTTCAGGCTAACAGAGACCCTGATGCTGGAATTGATGAAGCTCAAGTTGAACAA 522 

VB TGC G GC.G. . .G. .TGA. .TGAGCA.CT. . .TG. .CCCGGC.C.G.CC.TC 540 

VA GATGCTCAGGCTTTATTTCAGGCTGGAGAACTTAAATGGGGGACAGATGAAGAAAAGTTT 582 

VB C. A . ACGCACAGGATC . GT . T . .CC . GCGAG . . GATTC . TGGGAC . . .T. .G.T.AAA 600 

VA ATCACCATCTTTGGAACACGAAGTGTGTCTCATTTGAG . . . AAAGGTGTTTGACAAGTAC 639 

VB T...T..C.A. CCTGTGCACGC . CAGTG . CAC . CACCTGCTG . GA AG T 660 



FIG. 12/1 
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ATGACTATATCAGGATTTCAAATTGAGGAAACCATTGACCGCGAGACTTCTGGCAATTTA 
GA. .AA. . TG . CAACAAGAGC C.G. . .CA.GA.T CCA TCAC.G 



GAGCAACTACTCCTTGCTGTTGTGAAATCTATTCGAAGTATACCTGCCTACCTTGCAGAG 
. . . G . GGCCA.G . .CA G GC.CC.A. .ACC.C.ACAG T ... . 



ACCCTCTATTATGCTATGAAGGGAGCTGGGACAGATCATCATACCCTCATCAGAGTCATG 
\ C. . . .CC A GCG. . . -GGG G..A...AA...C 



GTTTCCAGGAGTGAGATTGATCTGTTTAACATCAGGAAGGAGTTTAGGAAGAATTTTGCC 
A C CT.AAA.CTT AATGTC.C. .C.A. ... .TG.AC.G. 



ACCTCTCTTTATTCCATGATTAAGGGAGATACATGTGGGGACTATAAGAAAGCTCTTCTG 
.AGA.C. .CAGCAG C.T. .A. . .C. .CAGC. .C. . . . .C C..C..G... 



CTGCTCTGTGGAGAAGATGAC 
AGC. . GGTG . .CAGC. .CCC. 




EP 0 293 567 A1 



DIIIHdOBOAH I 3iaOHdOHGAH 




co^I> 



cow— 




CO*— ^ 




-a o 

C5 



<r 

o 



$5 



CO CO —4 

xcou* 
«coac 

M Or <C 



sssssss 

k or ~ « 




CO 
JQ 

C 

O 



3niHdOHQAH 3I80H JOHOAH 







(0 

Q. 
CO 

O 




EP 0 293 567 A1 



X >-i Cm x 

a o 

co a- a. a- 

H H 



or o co or 

'jj J n Q 

> *c < — 

o -J *J 

<: < i ui 

O O Cxi O 

w* S> 2 — • 

I tL > > 

O CO CP CO 

< d u- u 

o > o o 

o q co <: 

as cs as cs 

z co a as 

< u a <J 



X >4 > 

< CO < -J 

« J « ^ 

co z co z 

as o o 

co cp CP o 



a q s 

•jJ CO u u 



o 
o 
o 
a. 



as A 
cu a. 
o z 
c*- 

CP 3= 

a- co 
c&» CO 

SD CO 
M US 

> > 

CP S> 
OS CP 
—2 LrJ 

> o 

o cu 



co as 

CO CU 

a* < 
z o 

Cw 1*- 

H» Z 

X X 



O 

cv 
O 
a. 



a> 



cp 
<: 



o 

S3 



O 



2 



-< CO 
CO o 

cp X 
a- <c 

CP CO 
CP Q- 

us =u 

CO fc-i 
CO CO 
US 3= 

> o 

H» CP 

O cu 

S» -J 
>-■ CO 
CU -3 

o us 
cu o 

CU —3- 
2- — 

cu cu 
— ac 
Cm > 
{— » 

«C CO 

o z 



cu 

CO 



US X US US 



-3 

CP 



<:<:<: 



co us iw 



-p -1 > > 

cu cu CU cu 



c-h CO c-« CO 



CU CU < 

co co us 



CO 



o cu 
-J i-t 

-J -2 

a a 
as us 
e? cj 

U+ Cw 

-J c* 
<c 

US 
Cw Cu 
<C CO 

< 

CO 



CU CO 



a. cu 

US us 

C3 US 

cu as 

Or as 

-3 Or 

X X 

<c 

< Cw 

US «c 



O O US US 

*J taJ <s <s 

-3 -3 -3 -1 

>o W < 

> > -J > 

-3-3-3 2: 



O cu as as 

X -J c*- cw 

X 5- O o 

(J U U C5 

CO CO CO CO 

M f-« H« M 

ca o a a 

CP <C CO CO 



o o 
o cu 
cu cu 

-3 -3 

CO CO 
CO CO 
C3 C3 
X X 
cu O 
cu cu 
cu cu 
X X 
s> «< 

O us 
us Z 



Q O 
us us 
«< cu 

-3 —3 

S3 o 
as h» 
us: us 

d£ 

cu cu 
as us 

X X 

r> > 
as as 



Cw 



US US US O 

=>>:>> 

> > — -3 

<C H < Z 

J J h J 

-J 3= -J 

*j «e o 
car cu us z 

LU LU LU LU 
-J —3 — » -4 

Z CO o o 

C? C3 U O 

CO = us us 

r-« c-* -3 > 

cu cu cu CU 
OS CO -J us 

O us o us 



f- CO 

cu o 

CU CU 

3 CO 
Cju US 

z 

co 

Ic cu 

us cu 
o cu 



CO 

cu 



z 
a a 
as >« 

us ou 

CO CO 
X X 
US CO 
E-» US 

>• X 

us as 

CM CU 
Cw Cw 



C-> > o o 
J J J J 

-J CO «s X 

J J > J 
3 —a — 3 — 3 

<;<:—< 
us z us us 

^ ^£ Ui ^ 
X >-i X X 

CO CO us us 
Wh Wh {-i W4 

O CU SZ3 O 

CO CO O X 
X CO O X 
-3-3-3-1 
CO c-» CO CO 
US ^ US 
< C5 U U 

atf us us as 
as us o us 

Cw Cw X Cw 
CU 3Z Cw CU 

u;0 < w 



cu 

ar o 
as as 
a ar 
<: 6-» 
z z 

CO CO 

as as 

CO ^s 
6- h« 



cr o 

as as 
ar ar 



as as 
us z 

—3 —3 



as as as or 

—3—3—1-3 

cu o cu cu 
cu z us ar 
Cw us z z 

f-» *-« 6-h 
as as as as 

CO CO CO CO 



co 



as —3 as o 

" —3 —3 

ar sb 

a» *c x > 

co co co co 
as as as as 

U U H ' 
Cm 



S2 US 
Cw Z Z -J 
-3 -3 £ S 
O O O Q 

CU CU su CU 
CO CO CO CO 

as as as as 

CO to CO CO 



t-i o a z 



CU CM <C > 
CU CU CU CU 

o z o o 

C5 C5 u a 
—3 w- 1 US US 
C? O > H 

us us S us 
rr « > 
<: <c <c «< 

US US US f— 

as x =c iu 



cu cu 
H» — 
—3 i—i 

> > 

US O 

cu cu 

Z US 
E— 

-3 

CD ZD 



cu cu 



HHHM 
Cw Cw Cw 



— - — 25 ~ * as as as as 



cu cu 



M CO 

o o 
cu cu 
o o 

-3 -3 

cr o 
us us 
j s r £ 
52 co 
so < < 
us sc as us 

-J —J — 3 -J 

cu cu 
O co 



cu z: 
cu cu 

as 



cu cu 

O CD 

ar <c 

Cw X 



cu cu 
X us 
<c < 
o cu 



z a. 
> > 
q a 

H* ^ 

CJ C3 

US us 

os as 

as us 

cu > 

C? C7 

<c <: 
cu a 
x x 



o << cu 

ar o as as 

<t- <: <c <c 

o o o o 



6-* 6- 
3S C3 

o o 
o as 
e-H h 

C3 C3 
*C <C 
CJ> CP 
US us 
3E XT 

<: 
x x 

X X 



us us 
=c a 
as as 

f-» H» 
C? CP 
> US 
CP CP 

us us 

z z 

<; co 
Or O 
SB X 



e-4 as us as 
cu cu cu o 

■J Cw Cw Cw 



W w. Uj 

"2 0) O O 

«J O O 

I I O O 

O O Cw Cw 



c cs cs c 

(O (Q (O <Q 

il l i 



< a o o 



<c so 



CP CP 



< S3 O O 



< A3 o a 



CP CP 



< (23 Q CP 
> > -I -3 



BNSDOCID: <EP 0293567A1 J_> 



EP 0 293 567 A1 



Sequence of the alkaline phosphatase gene component 
plasmid pRH28^tT 



10 20 30 40 50 60 

AATTGGAGATTATCGTCACTGCAATGCTTCGCAATATCGCW 

CCTCTAATAGCAGTGACGTTACGAAGCGTTATACCGCGTTTTACTGGTTGTCGCCA. 

70 80 90 100 110 120 

TGATTGATCAGGTAGAGGGGGCGCTGTACGAGGTAAAGCCCGATGCCAGCATTCCTGACG 
ACTAACTAGTCCATCTCCCCCGCGACATGCTCCATTTCGGGCTACGGTCGTAAGGACTGC 

130 140 150 — 160 170 180 

ion 200 210 220 230 240 

AACTTAATCTTrrCAACAGCTGTCATAAAGTTGTCACGGCCGAGACTTATAGTCGCmG 

TTCAATTAGAAAAGTTGTCGACAGTATTTCAACAGTGCCGGCTCTGAATATCAGCGAAAC 

250 260 270 280 290 300 

TTTTTATTTTCTAATGTATTTGCTCGAGAGGTTGAWTGATTTTATGAGCTCGAATTCAT 

Xhol RBS Sac I EcoKl c 



310 320 330 340 350 

CGATAAGOTGGATCCGTCGACCGCGCCCGGCAGTGAATTTTCGCTGCCGGGTG 
GCTATTCGAACCTAGGCAGCTGGCGCGGGCCGTCACTTAAAAGCGACGGCCCACCAAAAA 

UI HindlUBaraHI Sail 



360 - 370 

TTGCTGC 
AACGACGAGCT 



FIG. 15. 
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Klenow / dGTP 
x Sail 



isolate 1780 bp fragment 
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Ligase 

x Sail ' 
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FIG. 18 




VAC-alpha cDNA 



phoA-Terfn 
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FIG. 21* 



BNSDOCID: <EP 0293567A1_I_> 



EP 0 293 567 A1 




ii 



^ s 

if 

^— CD 



CO 



BNSDOC1D: <EP 0293567A1_I_> 



EP 0 293 567 A1 



FIG. 29. 




Coomassie - Blue 
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FIG. 31. 
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FIG. 32a. 
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Fig. 37 
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Fig. 38 
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Fig. 39 
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FIG. 40. 
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BECKMAN AMINOSAUREANALYSE 
01. Februar 1988 



Probe: 
Lauf nummer : 
Protein: 

Chromatograram vora: 



3vacb 
22 

VAC -beta* 
21.04.88 



Fig. 43a 



3:17:38 



Injiziertes Volumen: 50 ul 

Standardwecte: Durchschnittswerte von Lauf 22 



Name 



ASP 

THR 

SER 

GLU 

PRO 

GLY 

ALA 

CYS 

VAL 

MET 

ILE 

LEU 

TYR 

PHE 

HIS 

LYS 

NH3 

ARC 

Name 

ASP 
THR 
SER 
GLU 
PRO 
GLY 
ALA 
CYS 
VAL 
MET 
ILE 
LEU 
TYR 
PHE 
HIS 
LYS 
NH 3 
ARC 

AS - 



1ST 



K.07 

11 . 15 
12. 34 
19.97 

5.38 
11 .91 
12. 19 
2.22 
5.86 
4 . 61 
9.79 
15.69 
6.55 
4.40 
2.75 

12 .56 
18. 13 

7.23 

Soli 



29 
21 

H 

2" 



13 

13 

33 
14 
9 
6 

27 
0 

15 

Sollwert : 



SOLL 



29 
21 
27 
41 
6 

20 
25 

4 
13 
10 
23 
33 
14 
. 9 

6 
27 

0 
15 

korr.IST 

29.23 
23. 16 
25. 64 
41. 48 
11.17 
24.81 
25. 31 

4. 61 
12.17 

9.57 
20.33 
32.59 
13.60 

9.13 

5.72 
26.09 
38.29 
15.01 



AS - Istwert: 

Ge sarat a bwe i c hung : 

Durchschnittliche Proteinraenge: 

ALA/LEU-Proteinmenge: 



rel 1ST 
(I) 

29.59 
23.45 
25.96 
41.99 
11 .31 
25.12 
25.63 

4.66 
12.32 

9.69 
20.58 
33.00 
13 .77 

9.25 

5.79 
26.42 
38.77 
15.20 

ger. 1ST 

29 
23 

If 

11 
25 
25 
5 

12 
10 
20 
33 
14 

9 

6 

26 



rel 1ST 
(ID 

6. 35 
5.03 
5. 57 
9.01 
2.43 
5. 39 
5. 50 



00 

2. 64 

2.08 
4.41 
7. 08 
2. 95 
1. 98 
1. 24 
5.66 
8.31 
3.26 







ABU 


+ 


0 


.225 


+ 


2 


.159 




1 


.361 


+ 


0 


.478 


+ 


5 


.174 


+ 


4 


.806 


+ 


0 


.315 


+ 


0 


.606 




0. 


. 828 




0. 


426 




2 


.674 




0 


.406 




0. 


401 


+ 


0. 


.132 




0 


.285 




0 


.908 




0. 


000 


+ 


.1 


014 



rel SOLL 

7.2 5 

5 2 5 

6 75 
10.25 

1.50 
5.00 
6. 25 
1 0& 
3.25 
2.50 
5. 75 
8.25 
3.50 
2.25 
1.50 
6.75 
0.00 
3.75 

ABW (55) 

0.777 
10.283 
5.042 
1 .167 
86.238 
24.03 2 
1 .260 
15. 150 
6.366 
4.256 
11. 626 



229 
2. 862 
1 .472 
4.748 
3.363 
0.000 
0.093 



Nouvelfemsnt d<W 



filed 



0,510 nanoHol 
0,482 nanoMol 
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FIG.£3b. 



3v a c b 

Acquisition method 

Units 

Channel 

Injection 

Run time 

Injection volume 

Internal standard amt 

Mode 

Version 

Description 



1 /21 /88 

n in r ept 
None 

1 

-1 

60.00 min 
-1 ill 
1.00 

Analysis 
REV C O 



9 : 17 : 36 

Quantitation method 
System number 
Vial 

Total injections 
Sample rate 
Sample amount 
Scale factor 
Response factors 
Channel to calibrate 



ninrept 
2 

-1 
-1 

1.H0 
1.00 
Repl ac e 



W 



sec 



250.000 



122.500 



-5.000 



Peak 



ft 



1 1 J 1 1 1 ~ 

5 10 15 20 25 30 35 
Minutes 

Name Ret time Area Height Type 



To" 



-i — 
45 



Ho" 



55 



Amount 



RF 



ASP 
THR 
SER 
GLU 
PRO 
GLY 
ALA 
CYS 
VAl 
MET 
RE 
LEU 
TYR 
PHE 
HIS 
LYS 
NH3 
ARG 
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7. 67 
9.13 
9.67 
12.20 
13.73 
16.80 
18.27 
19.60 
20.13 
20.93 
22.47 
23.07 
21.60 
26.33 
39.53 
42.73 
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